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1 Einleitung 
 
Die Leber ist ein zentrales Organ für zahlreiche Vorgänge im Körper des Menschen 
und vieler anderer tierischer Organismen. Sie spielt eine entscheidende Rolle bei 
einer großen Zahl von Stoffwechselvorgängen, wie der Aufnahme, Metabolisierung, 
Entgiftung und Ausscheidung physiologischer Stoffwechselsubstrate, der Synthese 
verschiedenster Plasmabestandteile wie Gerinnungsfaktoren und Proteine und 
genauso der Aufnahme und Ausscheidung vieler körperfremder Substanzen, wie z.B. 
Pharmaka. 
So vielfältig die Leistungen der Leber sind, so umfangreich ist auch das Spektrum 
der Ursachen für eine Leberschädigung. 
 
1.1 Pathogenese der Leberfibrose 
 
In der Entstehung einer Leberschädigung kann zwischen erworbenen und 
hereditären Ursachen unterschieden werden. Beispiele für erworbene Ursachen 
einer Lebererkrankung sind die akute Virushepatitis, nutritiv-toxische und 
alkoholische Schädigung, autoimmunologische, parasitäre, umwelttoxische und 
medikamentöse Einflüsse. Die hereditären, chronischen metabolischen Störungen 
umfassen Krankheitsbilder wie die Hämochromatose, den α1-Antitrypsindefizienz, 
Glykogenosen und den Morbus Wilson (Friedman 1993, 2000; Gressner und 
Yagmur, 2003). Die gemeinsame Endstrecke dieser Schädigungen können die 
Leberzirrhose und das primäre Leberzellkarzinom sein. Dabei ist das 
pathobiochemische Reaktionsmuster auf vier wesentliche Komponenten gestützt, die 
sich nach der jeweiligen Ätiologie nur in dem Ausprägungsgrad, der Relation 
zueinander und der zeitlichen Abfolge voneinander unterscheiden. Diese 
Komponenten sind die Leberzellnekrose und -apoptose, die Cholestase, die 
Abnahme der metabolischen Leistungsfähigkeit und die Fibrose. Dabei ist die 
Fibrose eines der bedeutenden Merkmale der Leberzirrhose. Neben diesem 
Kriterium ist die Leberzirrhose jedoch zusätzlich gekennzeichnet durch die 
Hepatozytendestruktion, die konsekutive Parenchymdestruktion und die 
Pseudolobulusbildung (Gressner und Yagmur, 2003). 
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Die Leberfibrose selbst ist durch ein Ungleichgewicht im Auf- und Abbau der 
extrazellulären Matrix und eine vermehrte Ablagerung von Bindegewebe definiert 
(Gressner 1991). 
Das Schlüsselereignis für die Entwicklung der Leberfibrose ist die 
Transdifferenzierung von hepatischen Sternzellen (Ito Zellen) zu Myofibroblasten. Die 
hepatischen Sternzellen sind die Hauptquelle für die Komponenten der 
extrazellulären Matrix. Die Aktivierung dieser Zellen wird durch Zytokine aus den 
Kupffer Zellen und Thrombozyten gefördert (Friedman 1998; Gressner 1996). 
Die hepatischen Sternzellen haben einen Anteil von etwa 15 % an den 
Gesamtleberzellen, unter normalen Umständen sind sie ein bedeutender Vitamin-A 
Speicher. Im Rahmen der Fibrogenese steigt der Anteil an Kollagen und anderen 
Bestandteilen der extrazellulären Matrix um das drei- bis fünffache (Friedman 2000). 
Abb. 1: Leberfibrogenese: Veränderungen im subendothelialen Disse-Raum als Folge einer 
Leberschädigung. (Abbildung entnommen aus: Friedman SL: Molecular regulation of hepatic fibrosis, 
an integrated cellular response to tissue injury. J Biol Chem 2000, 275: 2247-2250) 
 
1.2 Therapieansätze der Leberfibrose 
 
In der letzten Zeit haben sich verschiedenartige Ansätze zur Therapie der 
Leberfibrose als erfolgversprechend gezeigt. Möglich sind z.B. Wege, die auf der 
Neutralisation fibrogener Masterzytokine (TGF-β, PDGF), auf Antioxidantien 
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(Flavonoide, Tocopherol), auf der Inhibition der proteolytischen Aktivierung latenter 
Zytokine (TGF-β) sowie auf der Elimination hepatischer Sternzellen oder 
transdifferenzierter Myofibroblasten durch gezielte Apoptose beruhen (Gressner und 
Yagmur, 2003). 
Das primäre Ziel ist in den meisten Fällen die Supprimierung der Masterzytokine der 
Fibrogenese oder die Supprimierung der Effekte dieser Zytokine. Ein Eingriff in diese 
Regelkreise ist auf verschiednen Ebenen möglich. Mit Hilfe gentechnischer 
Arbeitsmethoden über adenovirale Vektoren kann z.B. Antisense mRNA für TGF-β1 
eine Suppression der TGF-β Synthese bewirken und die Fibroseentstehung in 
gallengangligierten Ratten vorbeugen (Arias et al., 2002, 2003). 
Nach erfolgter TGF-β Synthese kann das sezernierte Zytokin durch lösliche TGF-β 
Rezeptoren, die als Protein oder über virale Vektoren, welche dann die Synthese des 
entsprechenden Proteins induzieren, in den Organismus eingebracht wurden, 
abgefangen werden (Qi et al., 1999; Yata et al., 2002). 
Gleiches gilt für die Aktivierung von HSC und die Fibrogenese durch PDGF, die 
durch einen dominant-negativen, löslichen PDGF-β Rezeptor inhibiert und 
abgeschwächt werden kann (Borkham-Kamphorst et al., 2004 a, 2004 b).  
Im nächsten Schritt ist es möglich nach der Bindung eines Cytokins an die 
Rezeptoren der Zielzelle die intrazelluläre Signalkaskade zu unterbrechen. Die 
Bedeutung der Signaltransduktion von TGF-β über die Smad-Signalkaskade wurde 
bereits belegt (Dooley et al., 2000).  
 
1.3 Die Therapiestrategie mit einem TGF-β Antagonisten 
 
Die Bedeutung des Zytokins TGF-β in der antifibrotischen Therapie wurde schon 
angedeutet. Neben der Fibrogenese spielt dieser Wachstumsfaktor eine wichtige 
Rolle in weitreichenden biologischen Prozessen einschließlich Entzündung und 
Immunabwehr, Gewebereparatur und Tumorgenese (Wahl 1994). 
Neben dem Aspekt der Fibrogenese ist die Beeinflussung der TGF-β Sekretion in 
vielen anderen Organsystemen nachweisbar. So wird TGF-β eine neuroprotektive 
Rolle bei toxischen und ischämischen Hirnschäden zugeschrieben, was durch den 
Einsatz eines TGF-β Antagonisten nachgewiesen wurde (Ruocco et al., 1999). Durch 
TGF-β Antagonisten ist es auch möglich Hornhauttrübungen, Ödem und 
Angiogenese nach Hornhautschädigung zu verhindern (Sakamoto et al., 2000). 
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Das Potential der antifibrotischen Therapie mit einem TGF-β Antagonisten wurde 
bereits in verschiedenen Publikationen belegt. Angesichts der vielfältigen 
Wechselwirkungen, die sich aus einer TGF-β Suppression in den verschiedenen 
Organsystemen ergeben empfiehlt sich der gezielte und auf bestimmte Zellen 
gerichtete Einsatz eines TGF-β Antagonisten. Dies kann besonders durch die 
promotorkontrollierte Expression in einem bestimmten Zelltyp erreicht werden 
(Gressner und Weiskirchen, 2003). Alternativ bietet sich die zeitlich begrenzte 
Applikation des reinen Proteins, möglichst nur in dem geschädigten Organ an, so 
dass eine Beeinflussung des Genoms ausgeschlossen wird. 
Bei dem hier eingesetzten TGF-β Antagonisten handelt es sich um ein 
Fusionsprotein aus dem extrazellulären Anteil des TGF-β Typ II Rezeptors und der 
Fc-Domäne des humanen IgG, welches als lösliches Rezeptorprotein die 
Bezeichnung sTβ RII trägt. 
Dieses Protein ist ein dominant negativer Rezeptor, der als Dimer sezerniert wird, 
TGF-β bindet und so die Auslösung der TGF-β Signalkaskade verhindern kann   
(Abb. 2). 
 
Abb. 2: a) Monomer des Tβ RII und des sTβ RII  im Vergleich b) Dimer des sTβ RII 
Es handelt sich um einen dominant negativen Rezeptor, der als Dimer sezerniert wird, TGF-β bindet 
und die TGF-β Signalkaskade unterbricht. 
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Der Einsatz des beschriebenen löslichen Rezeptors als komplett synthetisiertes 
Protein zielt auf die Elimination von bereits freigesetztem TGF-β. Dabei zeigt der    
sTβ RII eine ähnliche Affinität zu TGF-β wie der membrangebundene Rezeptor mit 
den weiteren Zelloberflächenmolekülen (Lin et al., 1995). 
Aus der Beschreibung dieses therapeutischen Ansatzes ergeben sich verschiedene 
Fragen, die mit einer konkreten Aufgabenstellung verknüpft sind. Zunächst ist es 
notwendig eine ausreichende Menge des reinen Proteins, also des sTβ RII, zu 
synthetisieren. Dann muss sichergestellt werden, dass das gewonnene Protein 
wirklich der sTβ RII ist und dass dieser biologisch aktiv ist. Wenn diese Ziele erreicht 
sind folgt die eigentliche Überprüfung einer möglichen antifibrotischen Wirkung in der 
Zellkultur und in einem Gesamtorganismus. 
 
1.4 Klinischer Ausblick 
 
Einen Ausblick auf die klinische Anwendung von Zytokinantagonisten bietet die 
Therapie der rheumatoiden Arthritis. Hier stehen mit dem löslichen TNF-α-
Fusionsprotein Etanercept und den monoklonalen Antikörpern Infliximab und 
Adalimumab gleich mehrere Inhibitoren für TNF-α zur Verfügung. Alle drei 
Substanzen zeigen als Monotherapeutika oder als Kombinationspartner mit der  
herkömmlichen Methotrexattherapie positive Effekte (Moreland, 2004). 
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2 Material 
 
2.1 Verbrauchsmaterial 
 
Artikel     Bestellnummer  Hersteller  
                                
3MM Chromatographie Papier 3030917   Whatman  
Cryo Röhrchen 1,8ml  363401   Nalge Nunc Internationl 
Dexon II HR 26 3/0 Nahtmaterial 097741/1X   Braun-Dexon 
Dialyseschläuche 
VISKING, Typ 8/32   1780.1   Roth 
EDTA-Monovette Microvette 200 201288   Sarstedt 
Einbettkassetten, universal, weiß 
mit Deckel    053760   Thermo-Electron 
Einmalhandschuhe   SP2330E   Kimberly-Clark 
Einmalkanülen gelb 20G  NN-2038R35  Terumo                                                 
Einmalkanülen grün 21G  NN-2138R35  Terumo                                               
Einmalkanülen braun 26G  NN-2623R35  Terumo                                
Einmalpipetten 1 ml  357521   Becton Dickinson 
Einmalpipetten 5 ml  357543   Becton Dickinson 
Einmalpipetten 10 ml  357534   Becton Dickinson  
Einmalskalpelle   02.001.30.011  Feather 
Einmalspritzen 10 ml  04606108   B.Braun                                                    
Einmalspritzen 1 ml   74205-01   Terumo 
Ethicon PERMA-HAND-SEIDE 
3-0 Nahtmaterial   EH6763H   Ethicon 
96 well F16 Black MAXISORB 475515   Nalge Nunc International 
Falcon-Röhrchen 15ml  352096   Becton Dickinson                                       
Filter, 0,2 µm   HP1002   Pall                                                                  
Hybond-N, nylon-membrane 
optimized    RPN 203 N   Amersham 
6 well Kulturschalen  353046   Becton Dickinson 
24 well Kulturschalen  353047   Becton Dickinson 
Parafilm 4 In x 125 ft Roll  9.170.005   Americn National Can 
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Pasteurpipetten   747715   BRAND 
Perfusor Spritzen 50 ml  ME-727/0   BD Perfusion                                               
Petrischalen 100x20 mm  83.1802   Sarstedt 
Pipettenspitzen, blau 50-1.000 µl PB1000   KABE 
Pipettenspitzen, gelb 2-100 µl 70.760.002   Sarstedt                                      
Pipettenspitzen, weiß 0,5-10 µl 
steril     692150   Biozym   
PP Reagenzgefäße1,5 ml 
(Eppendorfhütchen)  72.690   Sarstedt                                                       
PP Reagenz-Röhrchen 14 ml 2006    Falcon 
PP Test-Röhrchen 50ml  04140197   Greiner                                     
Protran Nitrocellulose 
Transfer Membran 0,45 µm 10401196   Schleicher&Schuell 
Röntgenfilme X-OMAT AR 
(13 x 18 cm)    1651496   Kodak  
Röntgenfilme X-OMAT AR 
(24 x 30 cm)    1501451   Kodak   
Serummonovette Microvette 200 181324   Sarstedt   
Tris Glycin Gele 12%  TG 12110   anamed                                               
UZ-Röhrchen für SW 40  P1-11-26   Beckman  
 
2.2 Chemikalien 
 
Es handelt sich bei allen aufgeführten Chemikalien um p.a. Produkte. 
 
Chemikalie    Bestellnummer  Hersteller                         
   
Agarose    1685678   Roche 
Caesiumchlorid   813069   ICN 
Coomassie Brillian Blue R-250 17525    Serva            
di-Natriumhydrogenphosphat 315 K2298980  Merck 
DPX Mountant for histology 44581    Fluka 
Eisessig    1.00063.1011  Merck 
 8 
Eosin G    1.15935.0025  Merck   
Ethanol, abs        RWTH Apotheke                                                                           
Ethidiumbromid   E-2515   Sigma 
Ficoll 400    17-0300-10   Amersham 
Formaldehyd (>36,5 %)  47629    Fluka 
Glycin     G-7126   Sigma 
HCl, 1 M    1.09057   Merck 
MAYERS Hämalaunlösung 1.09249.0500  Merck 
Methanol        RWTH Apotheke                                                                      
MOPS    M-1254   Sigma 
Natriumacetat, wasserfrei  1.06268.1000  Merck    
Natriumdihydrogenphosphat 0049674   Merck 
Natriumhydroxid Plätzchen 1.06469.1000  Merck 
Nonidet P 40 (NP 40)  1754599   Roche 
Paraffin, Histoplast   6774060   Thermo-Electron 
Pikrinsäure, wässrig, kalt 
gesättigt        RWTH Apotheke 
Polyvinyl-Pyrrolidone (PVP) P-5288   Sigma 
Ponceau S    P-3504   Sigma 
SDS     161-0302   BioRad                                                                             
Sephadex-Gel G-50 Fine  17-0042-01   Amersham 
Sirius Red    09400    Polyscience 
Tri-Natriumcitrat-Dihydtrat  1.06448.5000  Merck 
Tris     T1503    Sigma                                                                        
Titriplex III    1.08418.1000  Merck 
Tween 20    8.22184.0500  Merck                                                                       
Xylol, reinst    1.08685.1000  Merck 
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2.3 Medien für die Zellkultur 
 
Die verschiedenen Medien und Substanzen wurden bei 4oC gelagert. Ausgenommen 
hiervon sind  DMSO und HBSS, beides wurde bei RT gelagert. 
 
Artikel     Bestellnummer  Hersteller                                   
 
Accutase    L11-007   PAA, Linz                                                   
DMEM    BE 12-709 F   Cambrex, Verviers                                                                           
DMSO    M8, 180-2   EGA-Chemie                                                                          
FCS     CH 30160.03  HyClone 
Geneticin (G418)   11811-023   Gibco BRL 
L-Glutamin    BE17-605E   Bio Whittaker Europe                                                                 
HBSS w/o Calcium&Magnesium H15-009   PAA, Linz                                   
Penicillin+Streptomycin (100x) DE17-602E   Bio Whittaker Europe                                    
Rinderserumalbumin (BSA) A-8806   Sigma  
Trypsin/EDTA (10x)  L11-003   PAA, Linz                                                      
   
2.4 Eukaryotische Zellen 
 
COS-7    American Type Culture Collection (ATCC), USA
        
HEK-293    American Type Culture Collection (ATCC), USA 
 
HSC 
 
Die HSC stammten von etwa 500 g schweren männlichen Sprague Dawley Ratten 
von der Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland. Die Zellen wurden jeweils 
frisch nach der Pronase-Kollagenase-Perfusionsmethode präpariert  (Knook et al., 
1982; Schäfer et al., 1987; Weiskirchen und Gressner, 2005). 
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MLEC 
 
Die MLEC wurden nach der aufgeführten Anleitung transfiziert mit einem 
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 Promotor-Luciferase Konstrukt (Abe et al., 1994). 
 
2.5.1 Antikörper für Western-Blots 
 
Artikel     Bestellnummer  Hersteller 
 
Mouse-anti-α-sm-actin- 
Antikörper    1716101M   Cymbus Biotechnology 
Goat-anti-mouse 
IgG-HRP-Antikörper  sc-2005   Santa Cruz  
      
2.5.2 Lumineszenz-Lösung für Western-Blots 
 
Artikel     Bestellnummer  Hersteller  
     
Super Signal West  
Dura Extended Duration  
Substrate for Horseradish 
Peroxidase labled   34075    Pierce   
                          
2.6 Material für die Proteinpurifikation / Immunopräzipitation 
 
Artikel     Bestellnummer  Hersteller                                             
 
BenchMark Proteinmarker  10748-010   Invitrogen                                                       
HiTrap Protein G HP 1 ml Säule 17-0404-03   Pharmacia Biotech                                             
Protein G PLUS Agarose  sc-2002   Santa Cruz                                                  
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2.7 Testsysteme, molekularbiologische Materialien und Radionukleotide  
 
Artikel     Bestellnummer  Hersteller 
 
DNA (aus Heringssperma) D-6898   Sigma 
Luciferase Assay System  149549   Promega 
[α32P]dCTP ~3000 Ci/mmol PB 10205   Amersham 
Klenow-Fragment der DNA- 
Polymerase    1008412   Roche 
Phosphataseinhibitor 
Cocktail II    P-5726   Sigma 
Proteasen-Inhibitor-Cocktail 
Complete    1697498   Boehringer  
Mannheim 
Random Primer (Northern-Blot) 48190-011   Invitrogen 
TGF-β1 (rekombinant)  100-21R   TEBU 
 
Die ca. 950 bp große Gensonde aus pGEM-rColα1 (I) für den Northern-Blot wurde 
freundlicher Weise zur Verfügung gestellt von K. Knochl, Institut für Physiologische 
Chemie, TU Dresden. 
 
2.8 Testreagenzien für Serumuntersuchungen  
 
Alle Serumuntersuchungen wurden im Zentrallabor des Instituts für Klinische Chemie 
und Pathobiochemie des Universitätsklinikums der RWTH Aachen mit den 
aufgeführten Testreagenzien durchgeführt. 
 
Artikel         Hersteller 
 
ALB plus (Albumin)       Roche 
ALP (Alkalische Phosphatase)     Roche 
ALT (ALAT/GPT)       Roche 
AST (ASAT/GOT)       Roche 
BIL-T (Bilirubin)       Roche 
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2.9 Tiere 
 
Die männlichen Sprague Dawley Ratten mit einem Körpergewicht von ungefähr 250g 
stammten alle von der Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland. Die Ratten 
wurden in den Räumen des Instituts für Versuchstierkunde der RWTH Aachen  
einzeln oder zu zweit in Kunststoffkäfigen bei RT, ca. 40 % Luftfeuchtigkeit und 
einem regelmäßigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Die Tiere erhielten mit Ozon 
angereichertes H2O und Ratten/Maus Zuchtfutter der Firma Altromin (Artikelnummer: 
1314). 
 
Artikel     Bestellnummer  Hersteller 
 
Isofluran, ForeneR   015-038-801   ABBOTT 
Ketamin 10 %   36217/05   CEVA 
Isotonische 
Kochsalzlösung (NaCl)  3563301   Delta Select 
Xylazinhydrochlorid, Xylazin 2 % 
BernburgR    9338/2   Medistar 
 
2.10 Puffer und Lösungen 
 
Alle aufgeführten Puffer und Lösungen wurden mit bidest. Wasser (H2O) angesetzt 
und soweit nicht anders angegeben bei Raumtemperatur gelagert. Wenn die Puffer 
und Lösungen autoklaviert wurden, ist dies angemerkt. 
 
Blocking-Puffer (5%)  
100 ml: 5 g handelsübliches Magermilchpulver wurden in 100 ml 1 x TBS gelöst. 
 
Bromphenolblau (1%) 
50 ml: 0,5 g Bromphenolblau wurden in 50 ml H2O gelöst. Die Lagerung erfolgte bei 
4oC. 
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Coomassie-Färbelösung 
250 ml: 1,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250 wurden zunächst in 125 ml Methanol 
gelöst, dann wurden 25 ml Eisessig und 100 ml H2O zugegeben. 
 
Denhardt´s Lösung (50 x) 
(1 % (w/v) BSA, 1 % (w/v) PVP, 1 % (w/v) Ficoll 400) 
100 ml: 1 g Ficoll 400, 1 g PVP und 1 g BSA wurden ad 100 ml H2O gelöst, 
sterilfiltriert und in 25 ml Aliquots bei –20°C auf bewahrt. 
 
DTT (1 M) 
2 ml: 0,31 g DTT wurden in 2 ml H2O gelöst. 
 
EDTA (500mM; pH 8,0) 
500 ml: 93,06 g Tritiplex III wurden in 350 ml H2O unter Zugabe von ca. 10 g NaOH-
Plätzchen gelöst. Es wurde unter ständiger pH-Kontrolle 5 M NaOH zugegeben bis 
der pH 8,0 betrug. Mit H2O wurde auf ein Volumen von 500 ml aufgefüllt. Die Lösung 
wurde autoklaviert. 
 
Entfärbelösung 
1 l: 300 ml Methanol und 100 ml Eisessig wurden mit 600 ml H2O auf 1 l aufgefüllt. 
 
Eosin 
5 g Eosin wurden in 500 ml sterilem H2O gelöst und mit 96 %iger Essigsäure 
verdünnt, bis die Lösung hellrot war. 
 
Ethanol (20%) 
1 l: 200 ml Ethanol abs wurden mit 800 ml H2O gemischt. 
 
Glycin-HCl (0,1 M; pH 2,7) 
1 l: 7,51 g Glycin wurden in H2O gelöst und durch Zugabe von konz. HCl der pH 7,0 
eingestellt. Mit H2O wurde dann auf 1 l aufgefüllt. 
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HCl (1 M) 
200 ml: 19,64 ml 32 %ige (= 10,18 M) HCl wurden in 150 ml H2O eingerührt und 
anschließend auf 200 ml aufgefüllt. 
 
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) 
20 ml: 200 mg Heringssperma-DNA wurden in 20 ml sterilem H2O 8 Std. im 
Kühlraum auf einem Rührer gerührt. Alternativ wurde die DNAs zweimal durch eine 
gelbe Kanüle (22 G) geschert. Die Lösung wurde in 1 ml Aliquots bei –20°C gelagert 
und vor Gebrauch 10 min aufgekocht. 
 
Hybridsiermix I (Hybridmix I) 
(50 % Formamid (v/v); 6 x SSC (pH 7,4); 5 mM EDTA, 5 x Denhardt´s; 0,5 % SDS 
(w/v)) 
500 ml: 250 ml Formamid, 150 ml 20 x SSC, 5 ml 500 mM EDTA, 50 ml 5 x 
Denhardt´s und 12,5 ml 20 % SDS (w/v) wurden gemischt. Mit HCl (1 M) wurde ein 
pH-Wert von 7,4 eingestellt und auf 495 ml mit H2O aufgefüllt. Vor Gebrauch wurde 
hitzedenaturierte Heringssperma-DNA (10 mg/ml) zu 100 µg/ml zugesetzt. 
 
Lysepuffer I 
1 l: 6,05 g Tris (50 mM), 14,61 g NaCl (250 mM), 10 ml 2 % Nonident P-40 und 0,93 
g EDTA-Na (2,5 mM) wurden gemischt, mit HCl auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt 
und mit H2O auf 1 l aufgefüllt. 
 
MEN-Puffer (10 x) für RNA-Gele 
(200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10mM EDTA, pH 7,0) 
500 ml: 20,9 g MOPS, 2,05 g Natriumacetat und 1,9 g EDTA wurden in 450 ml 
sterilem H2O gelöst. Mit 5 M NaOH wurde ein pH von 7,0 eingestellt und mit H2O auf 
500 ml aufgefüllt. Der Puffer wurde vor Dunkelheit geschützt bei 4°C gelagert. 
 
MOPS (1 M) 
100 ml: 20,93 g MOPS wurden in 60 ml H2O gelöst, mit 5 M NaOH ein pH-Wert von 
7,0 eingestellt, mit sterilem H2O auf 100 ml aufgefüllt und sterilfiltriert. 
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NaCl (5 M) 
200 ml: 58,44 g NaCl wurden mit H2O auf 200 ml gemischt. 
 
NaH2PO4 (20 mM) Natriumdihydrogenphosphat 
1 l: 2,75 g NaH2PO4 wurden in H2O gelöst, auf 1 l aufgefüllt und autoklaviert. 
 
Na2HPO4 (20 mM) di-Natriumhydrogenphosphat 
1 l: 2,84 g Na2HPO4 wurden in H2O gelöst, auf 1 l aufgefüllt und autoklaviert. 
 
NaOH (2 M) 
100 ml: 8 g NaOH-Plätzchen wurden ad 100 ml in sterilem H2O gelöst und in einer 
Polyethylenflasche gelagert. 
 
NaOH (5 M) 
100 ml: 20 g NaOH-Plätzchen wurden ad 100 ml in sterilem H2O gelöst und in einer 
Polyethylenflasche gelagert. 
 
NaP (20 mM; pH 7,0) Natriumphosphat 
400 ml NaH2PO4 (20 mM) wurden in ein Becherglas gegeben und unter pH-Kontrolle 
wurde soviel Na2HPO4 (20 mM) zugegeben bis sich der pH von 7,0 eingestellt hat. 
 
Ponceau S 
Es wurden 0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % TCA in H2O und 3 % Sulfosalicylicacid 
gemischt. 
 
Proteinlaufpuffer (für die Gelelektrophorese) 
2 l: 2 g SDS, 6 g Tris und 28,75 g Glycin wurden in 2 l H2O gelöst.  
 
RIPA-Puffer 
50 ml: In 50 ml Lysepuffer I wurde eine Complete Tablette gelöst und die Lösung zu 
5 ml Portionen aliquotiert. Bei –20°C war die Lösun g 3 Monate haltbar. Vor 
Verwendung wurden 50 µl Phosphataseinhibitor Cocktail hinzu pipettiert. Diese 
Lösung war bei 4°C eine Woche haltbar. 
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RNA-Probenpuffer 
(6 % Formaldehyd, 70 % Formamid, 0,03 % Bromphenolblau, 1 x MEN, 1 % Ficoll 
400) 
2 ml: 0,33 ml Formaldehydlösung (>36,5 %), 1,4 ml Formamid, 0,12 ml 
Bromphenolblaulösung (0,5 %), 0,2 ml MEN-Puffer und 0,02 g Ficoll 400 wurden 
gemischt und bei –20°C gelagert. 
 
SDS (20%) 
10 ml: 2 g SDS wurden in 10 ml H2O gelöst. 
 
2 x SDS-Gel-Lade-Puffer (Probenpuffer) 
8 ml: 1 ml Tris-HCl (1 M; pH 7,5), 2 ml SDS (20%), 2 ml Bromphenolblau (1%) und 2 
ml Glycerol wurden mit 1 ml H2O auf 8 ml aufgefüllt und gemischt. 
Der Puffer wurde in Aliquots zu 1,6 ml abgefüllt und bei –20oC eingefroren. Es wurde 
eine gleiche Anzahl 400 µl Aliquots DTT (1 M) ebenfalls bei  –20oC eingefroren, die 
dem Puffer bei Bedarf zugegen wurden. 
 
Sirius Red 
500 ml: 0,5 g Sirius Red wurden in 500 ml Pikrinsäure (wässrig, kalt, gesättigt) 
gelöst. Mit 2 M NaOH wurde auf den pH-Wert 2,0 eingestellt. Vor Licht geschützt war 
die Lösung 6 Monate haltbar. 
 
SSC (20 x) 
(3 M NaCl, 300 mM tri-Natriumcitrat) 
1 l: 175,32 g NaCl und 88,2 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat wurden ad 1 l gelöst und 
autoklaviert. 
 
TBS (10 x konzentriert) 
500 ml: 100 ml Tris-HCl (1 M ; pH 7,5) und 150 ml NaCl (5 M) wurden mit H2O auf 
500 ml aufgefüllt und anschließend autoklaviert. 
 
TE (pH 8,0) 
2 l: 20 ml Tris-HCl (1 M ; pH 8,0) und 4 ml EDTA (500 mM; pH 8,0) wurden in 1.976 
ml H2O gelöst. Anschließend wurde die Lösung autoklaviert und bei 4oC gelagert. 
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Transferpuffer 
1 l: 5,82 g Tris, 2,93 g Glycin, 1,875 ml SDS (20%) und 200 ml Methanol wurden mit 
H2O auf 1 l aufgefüllt. 
 
Tris-HCl (1 M ; pH 7,5 ; pH 8,0; pH 9,0) 
1 l :121,1 g Tris wurden in 800 ml H2O gelöst und mit konz. HCl auf den 
gewünschten pH-Wert eingestellt. Mit H2O wurde auf 1 l Endvolumen aufgefüllt. 
 
Waschlösung I 
(2 x SSC, 1 mM EDTA, 0,1 % (w/v) SDS) 
1 l: 100 ml 20 x SSC, 2 ml 500 mM EDTA, 893 ml steriles H2O und 5 ml 20 % (w/v) 
SDS wurden gemischt. 
 
Waschlösung II 
(0,4 x SSC, 1 mM EDTA, 0,1 % (w/v) SDS) 
1 l: 20 ml 20 x SSC, 2 ml 500 mM EDTA, 973 ml steriles H2O und 5 ml 20 % (w/v) 
SDS wurden gemischt. 
 
Waschpuffer (5 x konzentriert) 
1 l: 12,1 g Tris, 146,1 g NaCl, 25 ml Tween 20 und 2,5 ml NP 40 wurden gemischt 
und mit konz. HCl auf pH 7,5 eingestellt. Dann wurde mit H2O auf 1 l aufgefüllt. 
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3 Methoden 
 
3.1 Zellkultur 
 
3.1.1 Allgemeine Zellkultur 
 
In der Zellkultur wurde mit COS-7, HEK-293, MLEC und HSC gearbeitet. Alle Zellen 
wurden bei 37°C und einer 5 % CO 2-Atmosphäre gehalten.  
Als Standardkulturmedium diente DMEM mit 10 % FCS, 2 % L-Glutamin und etwa    
1 % Penicillin plus Streptomycin (100 x). Im weiteren Text fand hierfür die 
Bezeichnung 10 % FCS-Kulturmedium Verwendung. 
Als Kulturmedium wurde das FCS-freie Standardkulturmedium bezeichnet. 
Das unter 3.8.1 aufgeführte 0,1 % BSA-Medium wurde durch Mischen von FCS-
freiem Kulturmedium mit einer der Konzentration entsprechenden Menge BSA 
hergestellt. 
Als doppelt konzentriertes Einfriermedium wurden 11 ml des DMEM, L-Glutamin und 
Penicillin plus Streptomycin enthaltenden Standardkulturmediums mit 5 ml FCS und 
4 ml DMSO gemischt.  
 
3.1.2 Einfrieren von Zellen 
 
Zum Einfrieren wurden die Zellkulturen zunächst einmal mit Trypsin (die HEK-293 
Kulturen mit Accutase) gewaschen. Anschließend wurden die Petrischalen noch 
einmal mit 2 ml Trypsin für 5 min im Kulturschrank bebrütet. Dann wurde das Trypsin 
mit den darin suspendierten Zellen von den Platten gesammelt und der gleichen 
Menge Kulturmedium zugegeben. Es folgte eine Zentrifugation mit 1.400 Upm bei 
4°C für 10 min. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet wurde wieder in      
0,5 ml Kulturmedium je eingesetzter Petrischale gelöst. Dieser Suspension wurde die 
gleiche Menge doppelt konzentriertes Einfriermedium zugesetzt. Die Zellsuspension 
wurde dann in Portionen zu je 1 ml in die Cryo Röhrchen abgefüllt und bei –80°C 
eingefroren. 
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3.1.3 Virusamplifikation und Virusaufreinigung 
 
Die Amplifikation des rekombinaten adenoviralen Konstrukts Ad5-CMV-sTβRII 
erfolgte in Zellen vom Typ HEK-293. Zunächst wurden diese Zellen auf Petrischalen 
angezüchtet bis annähernde Konfluenz erreicht war. Etwa 1 bis 2 Std. vor der 
Infektion der Zellen fand ein Mediumwechsel statt. 
Für die Amplifikation des Ad5-CMV-sTβRII wurde eine Virusstocklösung mit           
1,0 x 1010 pfu/ml eingesetzt. Die Infektion der HEK-293 erfolgte durch Aufbringen von 
20 µl dieser Stocklösung auf jede der eingesetzten Petrischalen. Dann konnten die 
Zellen für 24 Std. im Brutschrank inkubieren. Anschließend wurde ein 
Mediumwechsel mit 10 % FCS-Medium durchgeführt. 
Nach weiteren 24 Std. konnte die eigentliche Virusaufreinigung beginnen. Dazu 
wurde das Medium mit den von der Petrischale gelösten Zellen mit einer Pipette 
aufgesaugt und in 50 ml Test-Röhrchen gegeben. Die nachfolgenden 
Mengenangaben beziehen sich auf eine Menge von 100 ml Medium, gesammelt von 
10 Petrischalen. Es folgte die Zentrifugation der Röhrchen in einem JA 25.50 Rotor 
mit 4.000 Upm bei 4°C für 10 min. Der entstandene Ü berstand wurde verworfen. Das 
Pellet wurde in 2 ml DMEM je 50 ml Test-Röhrchen resuspendiert, dann wurden die 
Zellsuspensionen in ein gemeinsames Röhrchen überführt. Anschließend wurde die 
Suspension 3 mal bei - 80°C eingefroren und wieder aufgetaut, das Einfrieren sollte 
dabei mindestens 20 min dauern. Es fand ein weiterer Zentrifugationsschritt in dem 
JA 25.50 Rotor mit 10.000 Upm bei 4°C für 10 min st att. Wenn kein Pellet sichtbar 
war wurde die Zentrifugation wiederholt. Das Pellet wurde verworfen und für die 
weiteren Arbeiten wurde der Überstand eingesetzt. Bei einem Überstandvolumen von 
4 ml wurde dieser mit 2 g Caesiumchlorid gemischt und anschließend in einem SW 
60 Ti Rotor mit 40.000 Upm bei 4°C für 24 Std. in d er UZ zentrifugiert. 
Nach dieser Zentrifugation konnte man eine deutliche Bande ausmachen, die das 
gereinigte Virus enthielt. Es wurde der Überstand vorsichtig abpipettiert und die 
Virusbande mit einer Pipette in ein Eppendorfhütchen überführt. 
Mittels photometrischer Bestimmung konnte die Virusmenge berechnet werden. Die 
Viruslösung konnte dann mit DMEM verdünnt und bei – 80°C gelagert werden. 
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3.2 Proteingewinnung und Proteinreinigung 
 
3.2.1 Analytische Proteingewinnung und Proteinreinigung 
 
Die analytische Gewinnung des sTβ RII diente der Optimierung der Expressions-
bedingungen für den löslichen Rezeptor. Um eine möglichst große Ausbeute zu 
erzielen, wurden verschieden Faktoren, wie etwa die eingesetzte Virusmenge, die 
Haltungsdauer der Zellen oder die Mediumzusammensetzung variiert. Die hier 
aufgeführte Anleitung gibt die Bedingungen wieder, mit denen die besten Ergebnisse 
erzielt wurden.  
Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in einer Laborzentrifuge bei 4oC. Die Cos-7 
wurden auf einer 6 well-Platte gehalten. Je well wurden 100.000 Zellen mit je 2 ml 
10% FCS-Kulturmedium ausgebracht. Bei Konfluenz der Zellen erfolgte die Infektion 
mit je 1.000 µl Ad 5 CMV-sTβ RII pro well. Nach rund 24 Std. wurde das Medium 
gewechselt. Es wurden nur noch 1.000 µl Kulturmedium mit 0,5% FCS aufgebracht.  
Nach weiteren 72 Std. erfolgte die Überführung des Überstands in 
Eppendorfhütchen, eine erste Zentrifugation mit 10.000 Upm für 20 min schloss sich 
an. Das so gewonnene Pellet wurde verworfen, 200 µl des Überstands wurde für die 
folgenden Analysen bei –20oC eingefroren, mit dem restlichen Überstand wurde 
weiter gearbeitet. 
Diesem Überstand wurden dann je 10 µl Protein G PLUS Agarose von Santa Crus 
zugegeben, danach wurden die Proben 2 Std. bei 4°C über Kopf geschüttelt. Es 
folgte eine erneute Zentrifugation mit 2.500 Upm für 10 min. Von diesem Überstand 
wurden wieder 200 µl bei  -20oC eingefroren. 
Das Pellet wurde dann zweimal mit HBSS gewaschen, dazu wurden 400 µl HBSS 
auftragen und es wurde mit 2.500 Upm für 10 min  zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgesaugt und verworfen. Das Pellet wurde dann ebenfalls bei -20°C für die 
weitere Verarbeitung eingefroren.  
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3.2.2 Präparative Proteingewinnung und Proteinreinigung 
 
3.2.2.1 Infektion der COS-7 Zellen und präparative Gewinnung des sTβ RII  
 
Die präparative Gewinnung des sTβ RII orientierte sich weitgehend an der 
analytischen Anleitung und ist nur bezüglich der Größenordnungen und der 
angestrebten Aufreinigung mit der HiTrap-Säule adaptiert. 
Dazu wurden COS-7 Zellen auf die gewünschte Anzahl Petrischalen mit 10 ml 10% 
FCS-Kulturmedium ausgebracht. Bei Konfluenz der Zellen erfolgte die Infektion mit   
5 ml Ad5-CMV-sTβRII Viruslösung  pro Petrischale. Nach 24 Std. erfolgte der 
Mediumwechsel. Es wurden 10 ml 0,5 % FCS Kulturmedium pro Petrischale 
aufgebracht. Dann wurden die Zellen für 72 Std. im Brutschrank belassen. 
Anschließend wurde das Medium von jeder Petrischale in je ein 14 ml PP Reagenz-
röhrchen überführt. Es folgte die Zentrifugation mit 10.000 Upm für 20 min bei 4oC in 
der Beckman-Zentrifuge mit dem Rotor JA25.50. Der Überstand wurde in neue 
Falcon-Röhrchen pipettiert, das Pellet verworfen. Der Überstand konnte nun bis zur 
weiteren Verarbeitung bei -20°C eingefroren werden. 
 
3.2.2.2 Proteinreinigung mit der HiTrap Protein G HP 1 ml Säule (Pharmacia  
  Biotech) und Lyophilisation des sTβ RII 
 
In der Vorbereitung wurde das Probenmaterial mit einer 50 ml Perfusorspritze durch 
einen 0,20 µm Filter geleitet. Als Sammelbehälter für die Eluatfraktionen wurden       
5 Eppendorfhütchen mit je 60 µl 1 M Tris-HCl pH 9,0 befüllt. 
Alle Befüllungen der Säule erfolgten mit einer 50 ml Perfusorspritze. Die Spritze und 
die Säule wurden mit einem passenden Konnektor  luftfrei verbunden. Die Befüllung 
der Säule erfolgte mit einer maximalen Geschwindigkeit von 1 ml Volumen/min 
(Probe, Binde- und Elutionspuffer).  
Vor dem Aufbringen der Probe auf die Säule wurde diese mit 10 ml Bindepuffer     
(20 mM Natrium-Phosphat pH 7,0) gewaschen. 
Nachdem das Probenmaterial über die Säule geleitet und gesammelt wurde erfolgt 
ein weiterer Waschschritt mit 10 ml Bindepuffer (20 mM Natrium-Phosphat pH 7,0). 
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Mit ca. 2-5 ml Elutionspuffer (0,1 M Glycin-HCl pH 2,7) wurde in der Säule 
gebundenes Protein eluiert. Das Eluat wurde in Fraktionen zu 1ml in die auf Eis 
gelagerten  Eppendorfhütchen geleitet. 
Das gewonnene Eluat enthielt nun den sTβ RII und wurde für die weitere 
Verarbeitung in die Dialyseschläuche gefüllt und über Nacht gegen TE dialysiert. Die 
benutzte Säule wurde mit 20 % Ethanol gespült und damit befüllt bei 4°C gelagert. 
Aus dem den sTβ RII enthaltenden Dialysat wurde im Anschluss der Proteingehalt 
(siehe 3.6) bestimmt. Das Dialysat wurde dann in gleichen Proteinmengen  
entsprechende Volumenanteile auf Eppendorfhütchen verteilt und zur Lyophilisation 
in den Speed Vac Concentrator von Savant gegeben. Nach der erfolgreichen 
Trocknung konnte der sTβ RII dauerhaft bei –20°C gelagert und für weitere V ersuche 
eingesetzt werden. 
 
3.3 Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Gelelektrophorese erfolgte in der Novex Proteingelkammer mit Fertiggelen von 
Invitrogen oder anamed. Den Proteinproben wurde das gleiche Volumen 2 x 
Probenpuffer zugesetzt, je nach Bedarf mit oder ohne DTT. Anschließend wurden die 
Proben 5 min bei 95oC aufgekocht. Dann folgte die Zentrifugation für 1 bis 2 min bei 
15.000 Upm in der Laborzentrifuge. Von den verschiedenen Proben wurde dann ein 
Volumen von je 20 µl pro Geltasche aufgetragen. Zusätzlich wurde mindestens eine 
Tasche mit dem BenchMark Marker befüllt. Die eigentliche Elektrophorese erfolgte 
dann mit maximaler Spannung bei etwa 30 mA. 
Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Gele mit Coomassie Färbelösung 
gefärbt und dann mit Entfärbelösung wieder entfärbt. Zur weiteren Bearbeitung und 
Lagerung wurden die Gele dann auf dem SLAB GEL Dryer von Pharmacia Biotech 
getrocknet.  
 
3.4 Western-Blot 
 
Für den Western-Blot wurde zunächst eine Gelelektrophorese wie unter 3.3 
beschrieben durchgeführt. Anschließend erfolgte der eigentliche Blot auf die 
Nitrocellulose Membran. Vorbereitend wurden die Protran Nitrocellulose Transfer 
Membran von Schleicher und Schuell und das Chromatographiepapier von Whatman 
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auf die Größe des Gels von 6,5 mal 8 cm zugeschnitten. Die Membran wurde 
zunächst für einige Minuten in sterilem H2O und in Transferpuffer vorgewässert. Das 
Chromatographiepapier wurde für einige Minuten in Transferpuffer gewässert. Das 
Gel wurde zugeschnitten und ebenfalls für einige Minuten in Transferpuffer gelegt. 
Der Aufbau auf der Blotapparatur von Biometra erfolgte dann nach dem folgendem 
Muster. An der Unterseite lag der Minuspol, es wurden zunächst drei Lagen 
Chromatographiepapier aufgelegt, es folgten das Gel, die Membran und drei weitere 
Lagen Chromatographiepapier. Mögliche Luftblasen zwischen den verschiedenen 
Schichten ließen sich mit einer Pasteurpipette entfernen. An der Oberseite der 
Blotapparatur lag der Pluspol. Der Blotvorgang erfolgte bei der genannten Gel- und 
Membrangröße bei 42 mA für 2 Std. Die Stromstärke errechnete sich dabei nach der 
Formel: Gelgröße mal 0,8 mA gleich Strom. Nach Beendigung des Blottings konnte 
die Membran zur Kontrolle der Proteinübertragung für einige Minuten mit Ponceau S 
gefärbt werden, so dass man die geblotteten Proteinbanden sehen konnte. Im 
Anschluss wurde die Membran über Nacht bei 4°C in 5  % Blocking-Puffer eingelegt.  
Am nächsten Tag konnte dann die Inkubation mit den ausgewählten Antikörpern 
erfolgen. Dafür wurden jeweils 20 µl des Erstantikörpers mit 3 ml 5 % Blocking-Puffer 
und 7 ml 1 x TBS gemischt, darin wurde die Membran dann für 2 Std. eingelegt. Es 
schloss sich ein Waschschritt an, bei dem dreimal für 10 min mit 1 x Waschpuffer 
gewaschen wurde. Es folgte die Inkubation mit dem Zweitantikörper. Die Membran 
wurde für weitere 1,5 Std. in die Lösung aus 10 µl Antikörper und 1 ml 5 % Blocking-
Puffer plus 7 ml 1 x TBS eingelegt. Dann wurde wieder dreimal für 10 min mit 1 x 
Waschpuffer gewaschen. Nun konnte die Zweikomponenten Lumineszenz-Lösung 
von Pierce auf die Membran aufgetragen werden. Dazu wurden je 500 ml von den 
beiden Komponenten gemischt und auf die Membran pipettiert. Die so behandelte 
Membran wurde dann in eine handelsübliche Frischhaltfolie eingeschlagen. Mit dem 
LumiImager von Boehringer Mannheim erfolgte dann je nach eingesetztem 
Antikörper und Signalintensität mit unterschiedlicher Dauer die 
Lumineszenzmessung.  
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3.5 Northern-Blot 
 
Der Northern-Blot diente hier in erster Linie der quantitativen Bestimmung von 
Kollagen I RNA in Lebergewebe. Das dafür eingesetzte Lebergewebe wurde 
zunächst zu Lysaten wie unter 3.10.4 beschrieben verarbeitet. 
Das so gewonnene RNA-haltige Probenmaterial wurde erst quantifiziert, in gleichen 
Mengen gelelektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt und dann von dem 
Gel auf eine Nylonmembran übertragen, der eigentliche Northern-Blot. Anschließend 
erfolgte die radioaktive Markierung von DNA durch random priming als Sonde, mit 
der dann die Hybridisierung möglich war. 
 
3.5.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA in Agarosegelen 
 
Durch Gelelektrophorese wurde die RNA aufgetrennt. Durch die Verwendung von 
denaturierenden Formaldehyd-Agarosegelen konnte das Auftreten von RNA-
Sekundärstrukturen verhindert werden. Zu Beginn wurden alle Arbeitsmaterialien 
(Gelschlitten, Gelkamm und Gelapparatur) mit 1 %iger SDS-Lösung zum Schutz vor 
RNAsen behandelt. 
Für die Gelelektrophorese wurden routinemässig 1 %ige Agarosegele mit einem 15er 
Kamm eingesetzt. Für diese Gele wurden 2 g Agarose in 146 ml H2O aufgekocht und 
im Wasserbad auf 65°C abgekühlt. Dann wurden 20 ml 10 x MEN-Puffer und 34 ml 
Formaldehyd-Lösung (>36,5%) zugefügt und alles wurde gemischt. Anschließend 
konnte das Gemisch unter dem Abzug in den Gelschlitten gefüllt und der Kamm 
eingesteckt werden. Bis zur Elektrophorese wurden mindestens 45 min gewartet. 
Der Laufpuffer bestand aus: 1720 ml H2O, 80 ml Formaldehyd (>36,5%) und 200 ml 
10 x MEN-Puffer. 
Die vorbereitete RNA (30 µg Gesamt-RNA) musste mit H2O auf 15 µl aufgefüllt und 
mit 5 µl RNA-Probenpuffer versetzt werden. Es folgten ein Inkubationsschritt für      
10 min bei 70°C und der Zusatz von 1 µl EtdBr-Lösun g (10 mg/ml) auf Eis. Dann 
konnten die Proben aufgetragen und bei 30 Volt über Nacht aufgetrennt werden. 
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3.5.2 Übertragung von RNA aus Agarosegelen auf Nylonmembranen 
 
Die Übertragung der elektrophoretisch aufgetrennten RNA aus dem Agarosegel auf 
die Nylonmembran erfolgte mittels Kapillartransfer. Dazu wurde zunächst eine 
Kunststoffwanne mit 800 ml 20 x SSC befüllt, über die dann längs eine 
Plexiglasplatte gelegt wurde. Anschließend wurden quer zu dieser Platte 3 in einem 
Puffer aus 150 ml 20 x SSC und 350 ml H2O vorgewässerte Whatman-Papiere in der 
Größe 24 x 30 cm luftblasenfrei, mit den Enden in die Flüssigkeit der Wanne 
hineinragend, aufgelegt. An die oberen und unteren Ränder der obersten Lage 
wurden Parafilmstreifen gelegt, um einen Kurzschluss zu verhindern. Es folgte nun 
als nächste Lage das Agarosegel mit den Taschen nach unten auf die Whatman-
Papiere bzw. Parafilmstreifen. Das Gel wurde mit 20 x SSC benetzt. Die auf 
Gelgröße (16 x 24 cm) zugeschnittene Nylonmembran konnte dann ebenfalls 
luftblasenfrei auf das Gel gelegt werden. Die rechten und linken Ränder der 
Membran wurden wieder mit Parafilmstreifen abgedeckt. Auf die Membran folgten 3 
weitere auf 16 x 24 cm zugeschnittene Whatman-Papiere. Danach wurden die 
Whatman-Papiere mit einer größeren Menge von Zellstofftüchern bedeckt und mit 
einer Glasplatte und einem ca. 1 kg schwerem Gewicht beschwert. Der Transfer der 
RNA erfolgte dann für 16 Std. Am nächsten Tag wurde der Blot abgebaut, die 
Geltaschen mit einem Kugelschreiber auf der Membran markiert, die Membran für  
15 min luftgetrocknet und die RNA dann durch Backen in einem Vakuumofen 
(Heraeus BT 5042 E) für 2 Std. bei 80°C kovalent an  die Membran gebunden.  
  
3.5.3 Prähybridisierung  
 
Zur Prähybridisierung wurde die Membran nach dem Blotten in 350 ml H2O und    
150 ml SSC für 5 min bei RT inkubiert. Zum Blocken unspezifischer Bindungen 
wurden 2 ml Heringssperma DNA (10 mg/ml) eingesetzt, diese wurden 5 min im 
Wasserbad aufgekocht. Um ein erneutes Zusammenlagern der DNA zu verhindern 
wurde diese direkt auf Eis gelagert. Im Anschluss wurden die Heringssperma DNA 
und die geblottete Membran in 200 ml Hybridmix I gelegt und durch leichtes 
Schütteln bei 37°C für mindestens 3 Std. prähybridi siert.  
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3.5.4 Erstellen einer Gen-Sonde 
 
Der Verdau wurde elektrophoretisch aufgetrennt und die DNA aus dem Gel eluiert. 
Nach der photometrischen Quantifizierung konnte die DNA bei –20°C gelagert 
werden. 
 
3.5.5 Radioaktive Markierung von DNA durch “Random Priming” 
 
Das beschriebene Verfahren diente zur Markierung der vorbereiteten DNA Gen-
Sonden (3.5.4). Zunächst wurden 100 ng der DNA mit sterilem H2O auf 10 µl 
aufgefüllt. Diese Probe wurde für 2 min in einem Wasserbad aufgekocht und auf Eis 
wieder abgekühlt. Anschließend wurden 5 µl Primerlösung, 10 µl Pufferlösung, 18 µl 
H2O, 5 µl [α32P]dCTP (~ 3000Ci/mmol) und 2 µl Klenowfragment zupipettiert. Es 
folgte ein Inkubationsschritt für 1 Std. bei 37°C u nd die Aufreinigung auf einer G50-
Sephadex-Säule zur Trennung der eingebauten und freien Nukleotide. 
Die Gelfiltration auf der Säule erfolgte nach dem umgekehrten Molekularsiebeffekt, 
dabei werden kleinere Moleküle länger in dem Gel festgehalten als größere, so war 
es möglich Moleküle unterschiedlicher Größe zu trennen. Hierfür wurde zunächst 
eine Pasteurpipette am unteren Ende mit einer Glaskugel teilweise verschlossen. Die 
Pipette wurden dann bis etwa 2 cm unterhalb des oberen Randes mit G50-
Sephadex-Gel befüllt. Vorbereitend wurden 12 Eppendorf-Reaktionsgefäße in einem 
passenden Ständer platziert. Zur pH-Wert Äquilibrierung musste dann mindestens    
1 ml TE auf die Säule gegeben werden. Die Säule durfte bei jedem Arbeitsschritt nur 
soweit auslaufen, dass gerade kein Flüssigkeitsspiegel mehr auf dem Gel steht. Jetzt 
konnte die Säule mit dem Gen-Sonden-Ansatz (bis 50 µl) befüllt werden. Zum 
Starten der Säulenpassage wurden dann nacheinander einmal 50 µl TE, einmal    
100 µl TE und zweimal 200 µl TE aufgefüllt. Das bis hierher aufgebrachte Volumen 
(600 µl) wurde in dem ersten der vorbereiteten Eppendorf-Reaktionsgefäßen 
aufgefangen. Dann wurden insgesamt elfmal je 200 µl TE auf die Säule gegeben und 
die Fraktionen in den anderen Reaktionsgefäßen aufgefangen, also 200 µl je Gefäß. 
Es erfolgte anschließend die Überführung von je 1 µl aus jeder Fraktion in 3 ml 
Szintilationsflüssigkeit. Mit diesem Ansatz wurde dann die Strahlung mit dem 1450 
Microbeta Liquid scintilation & luminescence Counter in [cpm] gemessen. Die 
graphische Auswertung der Strahlungsmessung ergab in der Regel zwei Peaks für 
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die stärksten Strahlungswerte der verschiedenen Reaktionsgefäße. Die 
Reaktionsgefäße, die das Material für den ersten Peak enthielten wurden für die 
weitere Verarbeitung eingesetzt. Der zweite Peak entstand durch freie, markierte 
Nukleotide,  welche nicht durch DNA-Polymerase verknüpft worden waren. Diese 
Nukleotide konnten das Gel wegen ihrer geringen Größe erst später passieren. 
 
3.5.6 Hybridisierung 
 
Das hier beschriebene Verfahren dient dem eigentlichen Nachweis der, an die 
Membran gebundenen, Nukleotide. Die erstellten, radioaktiv markierten Gen-Sonden 
binden dabei an die komplementären, einzelsträngigen Nukleotide auf der Membran. 
Als Vorbereitung wurden 50 ml Hybridmix I in ein Kunststoffgefäß gegeben. Die 
ausgewählten, radioaktiv markierten Gen-Sonden (3.5.5) wurde zusammen mit 1 ml 
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) für 5 min im Wasserbad aufgekocht und dann direkt 
auf Eis gelagert. Dann wurden die Gen-Sonden, die Heringssperma-DNA und der 
vorbereitet Hybridmix I gemischt. Die Hybridisierung erfolgte  durch die Überführung 
der gebackenen und prähybridisierten Membran in dieses Gemisch und die 
Inkubation im Schüttelwasserbad bei 37°C für 16 Std . über Nacht. Im Anschluss 
folgte der erste Waschschritt in 300 ml Waschlösung I durch Inkubation für 20 min 
bei 55°C im Schüttelwasserbad. Dann wurde die Membr an zweimal  in 300 ml frische 
Waschlösung II überführt und je 20 min bei 50°C im Schüttelwasserbad inkubiert. 
Danach wurde die Membran in leicht getrocknetem Zustand in eine Klarsichthülle 
gelegt, welche dann in eine Fotokassette gelagert wurde. Der Röntgenfilm (Kodak) 
zur Autoradiographie wurde in der Dunkelkammer aufgelegt. Die Lagerung der 
Kassette erfolgte bis zur Entwicklung bei –80°C. Di e Filmentwicklung wurde mit dem 
Gerät Cronex T-6 Processor der Firma Du Pont durchgeführt. 
 
3.6 Protein-Konzentrationsbestimmung 
 
Für die Proteinquantifizierung lieferte der überarbeitete Bradford-Test bei relativ 
geringem Aufwand gute Ergebnisse. Das Prinzip der Methode besteht in der 
Messung der OD bei 595 nm nach Zugabe einer Coomassie-Brilliant-Blue G-250 
Lösung, in diesem Fall als Färbekonzentrat von BioRad, die an das Protein 
gebunden wurde und eine Extinktionsänderung bewirkte. 
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Die eigentliche Bestimmung der unbekannten Proteinkonzentration erfolgte gegen 
eine bekannte BSA-Standardverdünnungsreihe, die jeweils mitbestimmt wurde. 
Das notwendige Volumen BSA-Standard wurde mit autoklaviertem H2O in einem 
Eppendorfhütchen auf 800 µl aufgefüllt. Anschließend wurden 200 µl 
Färbekonzentrat zugegeben, durch Schütteln wurde die Lösung gemischt. Von der 
unbekannten Proteinlösung wurde 1 µl mit 799 µl autoklaviertem H2O gemischt, dann 
wurden ebenfalls 200 µl Färbekonzentrat zugegeben. Am Photometer erfolgte die 
Messung der OD bei 595 nm, als Null-Wert dienten 800 µl autoklaviertes H2O plus 
200 µl Färbekonzentrat. Aus den Extinktionswerten des BSA-Standards konnte eine 
Standardkurve erstellt werden, mit deren Hilfe dann die Berechnung der 
unbekannten Proteinlösung möglich war. 
 
3.7 Proteinsequenzierung 
 
Die Proteinsequenzierung erfolgte als N-terminale Aminosäuresequenzanalyse durch 
die TOPLAB GmbH, Martinsried. Bei dem eingesetzten Verfahren handelte es sich 
um den schrittweisen Edman-Abbau in einer Modifikation nach Hunkapiller 
(Hunkapiller et al., 1983). 
 
3.8 PAI-1 / Luciferase-Assay 
 
Der PAI-1 / Luciferase-Assay mit MLEC diente der in vitro Überprüfung der 
biologischen Wirksamkeit des sTβ RII. Dazu wurden parallel je ein Ansatz nur mit 
TGF-β Induktion und ein Ansatz mit TGF-β Induktion und Zugabe einer konstanten 
Menge von 1 µg sTβ RII durchgeführt.  
Vor Versuchsbeginn wurden die MLEC in 10 % FCS-Kulturmedium plus Geneticin 
(G418) zur Selektion der MLEC ohne das PAI-1 Plasmid gehalten. Dafür wurden  
400 µg/ml Medium Geneticin (G418) eingesetzt. Vorbereitend wurden je 20.000 
MLEC pro Schälchen plus 600 µl Kulturmedium auf 24 well Kulturschalen ausgesät.  
Bei einer Konfluenz von etwa 70 %, die nach ungefähr 48 Std. erreicht wurde, 
begann der eigentliche Versuch mit dem Absaugen des alten Mediums und einem 
Waschschritt mit HBSS.  
Anschließend konnte die unter 3.8.1 beschriebene Induktion mit TGF-β statt finden. 
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3.8.1 Induktion mit TGF-β  
 
Für die Induktion mit TGF-β wurde eine Verdünnungsreihe mit abnehmender TGF-β 
Konzentration wie in Tab. 1 beschrieben hergestellt. Zunächst wurde eine TGF-β 
Stocklösung mit einem Ausgangswert von 20 ng/ml TGF-β angesetzt (Probe A). Aus 
dieser Lösung konnten dann als Verdünnungsreihe die weiteren TGF-β 
Konzentrationen hergestellt werden. Alle Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen 
und auf Eis statt, nach jedem Verdünnungsschritt wurde die neue Lösung gevortext. 
Von jeder Verdünnungsstufe wurden dann 400 µl je Schälchen auf die 24 well 
Kulturschale aufgebracht. Als Negativkontrolle wurde ein Schälchen mit 0,1% BSA-
Medium ohne TGF-β mitgeführt. Dem Versuchsansatz mit  dem sTβ RII-Einsatz 
wurde direkt nach der Induktion die vorgesehene Menge von 1 µg des sTβ RII 
zugesetzt. Dafür wurde unmittelbar zuvor ein lyophilisiertes Aliquot sTβ RII aufgetaut 
und in autoklaviertem H2O gelöst. Bei einem Einsatz von 100 µg Trockensubstanz 
sTβ RII gelöst in 1.000 µl H2O mussten für die vorgesehene Menge von 1 µg sTβ RII 
10 µl Lösung auf jedes Schälchen pipettiert werden. 
 
 
 
0,1% BSA-
Medium 
[µl] 
TGF-β-Lösung 
 
[µl]        (Bez.) 
Proben-
bezeichnung 
(Bez.) 
TGF-β-
Konzentration 
[pg/ml] 
TGF-β-
Konzentration 
[pmol/l] 
998 2 (10 ng/µl) A 20.000 800 
950 50               (A) 0 1.000 40 
975 25               (A) 1 500 20 
500 500             (1) 2 250 10 
500 500             (2) 3 125 5 
500 500             (3) 4 62,5 2,5 
500 500             (4) 5 31,25 1,25 
500 500             (5) 6 15,63 0,625 
500 500             (6) 7 7,81 0,313 
500 500             (7) 8 3,91 0,156 
Tab. 1: Verdünnungsreihe zur TGF-β Induktion 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 30 
3.8.2 Aktivitätsmessung  
 
Nach einer Inkubationszeit von 24 Std. wurde der eigentliche Assay mit der 
Aktivitätsmessung durchgeführt. Zuerst wurde das Medium mit einer Pipette von den 
24 well Kulturschalen gesaugt. Dann folgte ein Waschschritt mit HBSS. Im Anschluss 
wurden 50 µl des 5 x Lysepuffers, der vorher auf die einfache Konzentration verdünnt 
wurde, aus dem Promega-Kit aufgebracht. Nach einer Einwirkzeit von 5 min konnten 
die Zellen mit einer umgedrehten Pipettenspitze von der 24 well Kulturschale gekratzt 
werden. Das so gewonnene Zelllysat wurde in Eppendorfhütchen pipettiert und 
gevortext. Danach folgte die Zentrifugation des Lysats mit 12.000 Upm für 15 sec bei 
RT, dabei entstand kein sichtbares Pellet. Der Überstand wurde in neue 
Eppendorfhütchen pipettiert, 1 µl wurde für die Proteinbestimmung zurückgestellt 
(siehe 3.6). 
Die Assay-Lösung (LAR) wurde im Verhältnis 1:2 mit autoklaviertem H2O verdünnt. 
Unmittelbar vor der Lumineszensmessung wurden pro Messschale der schwarzen 96 
well 20 µl Lysatüberstand plus 100 µl LAR so eingefüllt, dass für jede Probe der 
gleich Zeitabstand zwischen Reaktionsstart und Messung lag. Die Messung erfolgte 
mit dem Liquid Scintillation & Luminescence Counter 1450 Microbeta von Wallac Jet. 
Durch die Proteinbestimmung konnten die ermittelten Messimpulse zu der jeweiligen 
Proteinmenge ins Verhältnis gesetzt werden, so dass man vergleichbare relative 
Messimpulse erhielt.  
 
3.9 Bio-Assay mit HSC 
 
Das Bio-Assay mit HSC wurde zur weiteren Überprüfung der in vitro Wirksamkeit des 
sTβ RII genutzt. Nach der Präparation (siehe 3.1.4) und Aussaat der HSC auf 6 well 
Kulturschalen wurden diese zunächst für ein bis zwei Tage stehen gelassen damit 
die Zellen auf den Kulturschalen anhaften konnten. Dann erfolgte ein 
Mediumwechsel. Bevor das neue 2 % FCS-Kulturmedium aufgebracht wurde erfolgte 
ein Waschschritt mit HBSS. Je Schälchen der 6 well Kulturschale wurden 2 ml 2 % 
FCS-Kulturmedium eingesetzt. Unmittelbar nach dem Mediumwechsel wurde eine 
varible Menge des in sterilem HBSS gelösten sTβ RII auf die Zellen gegeben. 
Nach unterschiedlich langen Zeitabständen wurden von den Zellkulturen Zelllysate 
hergestellt. In der Vorbereitung wurde dafür der Lysepuffer angesetzt. Dazu wurde   
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1 Tablette Proteasen-Inhibitor-Cocktail Complete in 50 ml Lysepuffer I gelöst, 5 ml 
dieser Lösung wurden dann mit 50 µl Phosphataseninhibitor Cocktail II gemischt. 
Zu Beginn der Prozedur wurden die Kulturen dreimal mit HBSS gewaschen. Dann 
wurden die Zellen mit 100 µl eiskaltem Lysepuffer je einzelnen Schälchen der 6 well 
Kulturschale überschichtet. Im Anschluss wurden die Zellen durch Scheren mit einer 
umgedrehten gelben Pipettenspitze homogenisiert und für 5 min im Eisbad mit 
Ultraschall behandelt. Danach erfolgte ein Inkubationsschritt auf Eis von mindestens 
45 min Dauer bis zu einer Nacht. Das gewonnene Lysat konnte dann in Portionen zu 
30 µl in Eppendorfhütchen gefüllt und bei -20°C bis  zur weiteren Verarbeitung 
gelagert werden. 
 
3.10 Tierversuch 
 
3.10.1 Vorbemerkungen 
 
Alle hier beschriebenen Tierversuche wurden gemäss dem deutschen 
Tierschutzgesetz in Zusammenarbeit mit dem Institut für Versuchstierkunde der 
RWTH Aachen durchgeführt. 
 
3.10.2.1 Versuchsplanung und Versuchsdurchführung 
 
In dem Versuch zur in vivo Überprüfung der antifibrotischen Wirksamkeit des sTβ RII 
wurden als Versuchstiere Sprague Dawley Ratten von etwa 250 g Körpergewicht mit 
induzierter Leberfibrose und sTβ RII-Applikation gegen Ratten mit 
Leberfibroseinduktion ohne sTβ RII-Applikation verglichen. Weiterhin wurden zwei 
Kontrollgruppen ohne Fibroseinduktion mit und ohne Rezeptorapplikation zur 
Überprüfung möglicher Nebenwirkungen eingesetzt. Jede dieser vier Gruppen 
enthielt fünf Tiere. Bei einer Versuchsdauer von 14 Tagen erfolgten pro Tier je eine 
initiale i.v. sTβ RII-Injektion bei der Ligaturoperation und vier i.p. sTβ RII-Injektion mit 
einem Abstand von ein bis vier Tagen im weiteren Verlauf. Bei jeder Injektion 
erhielten die Tiere eine Menge von 0,1 mg/kg Körpergewicht des sTβ RII, dies 
entsprach 25 µg je Tier gelöst in 300 µl NaCl. Die Kontrollgruppen erhielten reine 
NaCl-Injektionen. Vor Versuchsbeginn, am neunten Versuchstag und bei der Tötung 
der Tiere erfolgten Blutentnahmen. Für die Blutentnahmen erhielten die Tiere eine 
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inhalative Kurznarkose mit Isofluran, dann erfolgte die Punktion einer der 
Schwanzvenen. Im Zentrallabor des Instituts für Klinische Chemie und 
Pathobiochemie wurden dann das Blutbild und die Serumwerte für Albumin, ALT, 
Alkalische Phosphatase, AST und gesamt Bilirubin bestimmt. 
 
3.10.2.2 Induktion der Leberfibrose 
 
Zur Induktion der Leberfibrose wurden die dafür vorgesehenen Ratten operativ mit 
einer doppelten Gallengangsligatur versehen (Kountouras et al., 1984). Dazu erfolgt 
zunächst die Narkose durch Inhalation von Isofluran und i.p. Injektion von 50 µl 
Xylazinhydrochlorid je Tier plus 100 mg pro kg Körpergewicht Ketamin 10 %. Als 
Zugangsweg wurde dann eine mediane Laparotomie gewählt. Nach Darstellung der 
Leber und des Gallengangs erfolgten je eine proximale und eine distale Fadenligatur 
des Gallengangs mit Ethicon PERMA-HAND-SEIDE 3-0 (nicht resorbierbar). Im 
Anschluss geschah der Wundverschluss mittels fortlaufender Naht mit Dexon II HR 
26 3/0.  
Gallengang
proximale
Ligatur
distale
Ligatur
Leber Leber
Gallen-
gang
 
Abb. 3: Operatives Vorgehen zur Induktion der Leberfibrose durch doppelte Fadenligatur des 
Gallengangs. Die Operationsschritte wurden der Reihe nach von links oben nach rechts unten 
durchgeführt.  
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3.10.3 Auswertung 
 
Die Tötung der Tiere erfolgte nach inhalativer Narkose mit Isofluran und 
anschließender medianer Laparotomie und Thorakotomie durch Ausbluten nach 
Herzpunktion. Den Ratten wurden dann Blutproben und Lebergewebe entnommen. 
Die Auswertung der in vivo Wirksamkeit des sTβ RII fand durch die Messung der 
Serumwerte für die Cholestaseaktivität und die Syntheseaktivität der Leber statt. 
Weiterhin wurden die gewonnenen Leberproben für Northern- und Western-Blot 
vorbereitet und eingefroren. Ein Teil der Leberproben wurde für die mikroskopische 
Untersuchung in Paraffin eingebettet und gefärbt. In diesen Proben wurde später der 
Kollagenanteil mittels Lichtmikroskop und OpenLab-Programm von Improvision 
(OpenLab 2.2.5) bestimmt.   
 
3.10.4 Proteinlysate 
 
Die aus den Lebergewebeproben hergestellten Proteinlysate wurden für Western- 
und Northern-Blots eingesetzt. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Zunächst wurden 
Gewebeproben von ca. 200 µg eingewogen und mit 600 µl RIPA-Puffer versetzt. 
Anschließend wurde beides mit dem Ultra Turrax T25 basic von IKA homogenisiert. 
Es schloss sich eine Behandlung mit Ultraschall im Eisbad für 2 min an, dann folgte 
ein Inkubationsschritt für 30 min auf Eis. Danach erfolgte die Zentrifugation mit 
10.000 Upm für 10 min bei 4°C. Der Überstand wurde erneut zentrifugiert und konnte 
dann in Aliquots bei –20°C gelagert werden. 
 
3.10.5 Herstellung der Leberschnittpräparate 
 
3.10.5.1 Paraffinschnitte 
 
Zunächst wurde das in 3,5 %iger Formalinlösung gelagerte Lebergewebe in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. Dazu wurden die einzelnen Proben für 
jeweils zwei Std. in 70 %, 80 % und 90 % EtOH eingelegt. Über Nacht erfolgte die 
Aufbewahrung in EtOH abs. und am nächsten Tag noch ein weiterer 
Entwässerungsschritt in frischem EtOH abs. für zwei Std. Dann wurde das Material 
zweimal abhängig von der Größe für 20 bis 45 min in Xylol gelagert bis das Gewebe 
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durchschien. In Einbettkassetten wurden die Gewebeproben dann zunächst für zwei 
Std. in 60°C heißes Paraffin gelegt. Im Anschluss e rfolgt die Überführung in frisches, 
ebenfalls 60°C heißes Paraffin. Nach weiteren zwei Std. wurde das Paraffin erneut 
ausgetauscht und die Proben verblieben über Nacht in dem 60°C heißen Bad. An 
Tag drei konnten die Gewebestücke dann eingeblockt und mit dem 
Rotationsmikrotom (RM 2145, Leica) in Schnitt von 1,5 µm Dicke gehobelt werden.  
 
3.10.5.2 Hämatoxilin-Eosin-Färbung  
 
Zunächst erfolgte die Entparaffinisierung der Schnitte für 40 min bei 60°C (Heraeus 
BT 5042 E). Dann folgten die Lagerung in Xylol für 15 min und eine absteigende 
Alkoholreihe mit EtOH abs., 96 % und 70 %. Danach wurden die Schnitte fünf- bis 
sechsmal kurzzeitig in jeweils frisches Leitungswasser getaucht. Es erfolgten die 
Lagerung in unverdünnter MAYERS Hämalaunlösung für 2 min und eine gründliche 
Spülung mit Leitungswasser. Dann wurde 5 min unter fließendem Leitungswasser 
gebläut. Anschließend wurden die Schnitte für 10 sec in Eosin gefärbt, dann fünf- bis 
sechsmal in Aqua dest. getaucht, zügig durch eine aufsteigende Alkoholreihe 
gezogen und in Xylol eingestellt. Zuletzt wurden die Präparate mit DPX Mountant for 
histology eingedeckt. 
 
3.10.5.3 Sirius-Red-Färbung 
 
Über einen Zeitraum von 40 min wurden die Schnitte bei 60°C (Heraeus BT 5042 E) 
entparaffinisiert. Dann folgten die Lagerung in Xylol für 10 min und eine absteigende 
Alkoholreihe mit EtOH abs., 96 % und 70 %. Unter fließendem Wasser wurden die 
Schnitte gewässert, anschließend für eine Std. in Sirius Red-Färbelösung eingelegt 
und dann für 2 min in 0,01 M HCL differenziert. Es folgte eine kurze Spülung mit 
Wasser, der zügige Durchzug durch eine aufsteigende Alkoholreihe und die 
Einstellung in Xylol. Zum Schluss wurden die gefärbten Schnitte mit DPX Mountant 
for histology eingedeckt. 
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4 Ergebnisse 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit bestehen aus zwei wesentlichen Komponenten. 
Zunächst werden die Ergebnisse der Produktion einer ausreichenden Menge und der 
sicheren Identifikation des sTβ RII beschrieben. Der zweite Teil befasst sich mit der 
Überprüfung der Wirksamkeit dieses Proteins in vitro (Zellkultur) und in vivo (Modell 
der gallengangligierten Ratte). 
 
4.1 Expression und Reinigung des sTβ RII 
 
Die zentrale Aufgabe des ersten Teils dieser Arbeit ist die Produktion einer größeren 
Menge des sTβ RII. Der entscheidende Prozess dabei ist die Optimierung der 
Expressionsbedingungen für das Protein in den COS-7 Zellkulturen. Mit Hilfe des 
etablierten Protokolls für die Virusamplifikation wird eine ausreichende Menge des 
rekombinanten adenoviralen Konstrukts Ad5-CMV-sTβRII aus der Virusstocklösung 
hergestellt. Zunächst wird unter diesen Voraussetzungen eine möglichst hohe 
Proteinausbeute angestrebt, die durch zahlreiche Variationen in den 
Haltungsbedingungen der COS-7 Zellen erreicht wird. 
 
4.1.1 Expression des sTβ RII in COS-7 Zellen 
 
Im Rahmen der Versuche zur Optimierung der Expressionbedingungen für den  
sTGβ RII zeigte sich, dass eine maximale Ausbeute bei den unter 3.2.1 
beschriebenen Verhältnissen erzielt werden kann. Das Ergebnis ist in der Abb. 4 
aufgeführt. Entgegen dem erwarteten Molekulargewicht von ca. 88 kD für das dimere 
Protein zeigt sich hier ein Protein mit einer Masse von rund 170 kD. Diese Differenz 
erklärt sich am ehesten durch den hohen Glykosylierungsgrad des Rezeptorproteins. 
Die ebenfalls in Abb. 4 gezeigte Situation unter reduzierenden Bedingungen belegt, 
dass es sich um das Rezeptorprotein handeln muss, da hier bei einem 
Molekulargewicht von 70 bis 80 kD die Bande für das Monomer sichtbar ist. Die 
Anpassung des analytischen Protokolls auf die präparative Situation war problemlos 
möglich. Das Ergebnis nach der Proteinaufreinigung mit der HiTrap Protein G HP     
1 ml Säule zeigt die Abb. 5. Auch hier ist das Protein wieder stark glykosyliert, 
wodurch die weitere Verwendung aber nicht eingeschränkt wird. Bei einer 
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eingesetzten Virusmenge von 4 x 1011 pfu können im Durchschnitt 1 g des sTβ RII 
gewonnen werden. 
 
Abb. 4: SDS-PAGE mit dem sTβ RII in verschiedenen Reinigungsstufen der analytischen 
Aufreinigung (a) und im Vergleich von Dimer ohne Zusatz von DTT (-DTT) und Monomer mit Zusatz 
von DTT (+DTT) (b). K1 bis K3 und R1 bis R3 bezeichnet die verschiedenen Stufen der Aufreinigung 
für eine Negativkontrolle (K) und die Probe mit dem Rezeptorprotein (R). 
 
Abb. 5: SDS-PAGE mit dem sTβ RII nach der präparativen Aufreinugung mit der HiTrap Protein G HP 
1 ml Säule. R1 ist das Protein vor der Reinigung, R2 nach der Reinigung. D1 bis D4 ist das Medium, 
das die Säule passiert hat. 
 
4.1.2 Proteinsequenzierung des sTβ RII 
 
Die Sequenzierung dient dazu, das aufgereinigte Protein sicher als den sTβ RII zu 
identifizieren. Die, durch die TOPLAB GmbH, durchgeführte 
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Aminosäuresequenzanalyse liefert als N-terminale Sequenz der Probe die 
Aminosäuren 
I P P H V Q, 
 
dies entspricht der Position 24 bis 29 der Sequenz des sTβ RII Precursors. D.h. das 
Signalpeptid ist abgespalten und die Probe beginnt mit dem erwarteten N-Terminus. 
Bei dem gereinigten Protein handelt es sich also um den sTβ RII. 
 
    1 MGRGLLRGLW   PLHIVLWTRI    ASTIPPHVQK     SVNNDMIVTD  NNGAVKFPQL    CKFCDVRFST        60 
  61 CDNQKSCMSN   CSITSICEKP    QEVCVAVWRK   NDENITLETV   CHDPKLPYHD     FILEDAASPK       120 
121 CIMKEKKKPG     ETFFMCSCSS   DECNDNIIFS     EEYNTSNPDP  KSCDKTHTCP   PCPAPELLGG       180 
181 PSVFLFPPKP     KDTLMISRTP     EVTCVVVDVS  HEDPEVKFNW  YVDGVEVHNA   KTKPREEQYN      240 
241 STYRVVSVLT     VLHQDWLNGK  EYKCKVSNKA   LPAPIEKTIS      KAKGQPREPQ  VYTLPPSRDE       300 
301 LTKNQVSLTC     LVKGFYPSDI    AVEWESNGQP  ENNYKTTPPV  LDSDGSFFLY   SKLTVDKSRW       360 
361 QQGNVFSCSV    MHEALHNHYT   QKSLSLSPGK 
Abb. 6: Aminosäuresequenz des sTβ RII, der analysierte N-Terminus ist fett markiert. Davor befindet 
sich bis zur Position 23 das abgespaltene Signalpeptid.  
 
4.2 Biologische Wirksamkeit des sTβ RII im PAI-1 / Luciferase-Assay 
 
Mit diesem Verfahren wird überprüft wie weit der sTβ RII eine grundsätzliche 
biologische Wirkung zeigt. Die mit dem PAI-1 / Luciferase-Konstrukt transfizierten 
MLEC zeigen nach der Induktion mit TGF-β 1 eine erhöhte Lumineszens-Aktivität, 
die relativ einfach gemessen werden kann. Im Vergleich von zwei gleichartig mit 
TGF-β 1 behandelten Gruppen, von denen eine zusätzlich 1 µg des sTβ RII erhielt, 
zeigt sich bei steigender TGF-β 1 Konzentration ein deutlicher Unterschied in der 
Aktivität. Die mit dem sTβ RII behandelte Gruppe zeigt bei Konzentrationen von 20 
bis 40 pmol/l TGF-β 1 eine um mehr als 50 % verminderte Reaktion auf die Induktion 
(Abb. 7). Die Signifikanz der Werte wird durch das Ergebnis im t-Test bei 20 pmol/l 
TGF-β 1 von p=0,05 belegt. Bei 40 pmol/l TGF-β 1  liefert der t-Test einen Wert von 
p=0,13, der statistisch nicht signifikant ist, was aber durch eine sehr große Streuung 
der einzelnen Versuchsdurchläufe zu erklären ist.  
Insgesamt zeigen die einzelnen Versuchsergebnisse jedoch einen unmittelbaren 
Effekt des sTβ RII bei Konzentrationen von mehr als 20 pmol/l TGF-β 1 auf die 
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Expression des PAI-1 / Luciferase-Konstrukts. Dies ist ein deutlicher Hinweis für die 
biologische Wirkung des sTβ RII im Sinne einer Suppression der TGF-β 1 Aktivität. 
 
Abb. 7: Induktion mit TGF-β 1 in, mit dem PAI-1 / Luciferase-Konstrukt transfizierten, MLEC. Es 
wurden eine Gruppe ohne und eine mit Applikation von 1 µg des sTβ RII verglichen. Aufgetragen ist 
das Ergebnis für n = 3 Versuchsdurchläufe. Der t-Test liefert für die Mittelwerte bei 20 pmol/l TGF-β1 
(p = 0,05) und bei 40 pmol/l TGF-β1 (p = 0,13).   
 
4.3 In vitro Untersuchung des sTβ RII 
 
Zur Überprüfung der in vitro Wirksamkeit des sTβ RII wird ein 
Transdifferenzierungsassay mit an einer Kunststoffoberfläche aktivierten HSC 
eingesetzt. Durch den Kontakt zu einer Kunststoffoberfläche, in diesem Fall die 
eingesetzte Kulturschale, transdifferenzieren die HSC zu MFB. Dieser Vorgang geht 
einher mit einer Vermehrung der Zytoskelettbestandteile, wie etwa dem α-sm-Actin. 
Ziel dieser Untersuchung ist die Beantwortung der Frage, ob der Einsatz des sTβ RII 
eine Veränderung der Transdifferenzierung und damit der Zytoskelettumwandlung 
bewirken kann. 
In dem Versuch dazu wurden unbehandelte, aktivierte HSC und mit Konzentrationen 
von 10, 20 und 30 µg des sTβ RII behandelte, aktivierte HSC verglichen. Der 
Versuchsbeginn erfolgte bei einer Konfluenz der HSC von ca. 43 %, nach 5 Tagen 
wurden die Zellen lysiert. Das gewonnene Zellmaterial konnte dann weiter verarbeitet 
werden. 
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Der Western-Blot (Abb. 8) zeigt jedoch keinen signifikanten Unterschied in der α-sm-
Actin Konzentration, erkennbar an den Banden bei etwa 40 kD, der beiden 
Versuchsgruppen. 
 
Abb. 8: Western-Blot mit Lysaten von HSC mit einem Antikörper gegen α-sm-Actin. K1 bis K3 sind 
Kontrollen von transdifferenzierten HSC ohne Zusatz des sTβ RII. Den Proben HSC 10, 20 und 30 
wurden je 10, 20 und 30 µg des sTβ RII zugesetzt. 
 
4.4 In vivo Untersuchung des sTβ RII 
 
Die in vivo Wirkung des sTβ RII wird in männlichen Sprague Dawley Ratten, bei 
denen durch Gallengangsligatur eine Leberfibrose induziert wurde, untersucht.  
 
4.4.1 Serumuntersuchung 
 
Die laborchemische Bestimmung der verschiedenen Serumwerte vor, während und 
am  Ende des Versuchs dient in erster Linie der Überprüfung des Leberstatus der 
Tiere. D.h. einerseits kann sichergestellt werden, dass die Kontrollgruppen keine 
versuchsunabhängige Leberschädigung aufweisen. Andererseits ist indirekt das 
Ausmaß der induzierten Leberfibrose, durch die im Sinne einer Leberschädigung 
veränderten Parameter, quantifizierbar. 
Die Mittelwerte der einzelnen Versuchsgruppen für die jeweiligen 
Blutabnahmetermine sind in der Abb. 9 für die Parameter AST, ALT, AP, gesamt 
Bilirubin und Albumin aufgeführt. Die erhobenen Befunde wurden mit laborintern 
ermittelten Referenzwerten für unbehandelte, gesunde Tiere verglichen. 
HSC
M   K1 K2 K3 10 20 30
182,9
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kD
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Bezüglich der aufgeführten Parameter wird bei den beiden Kontrollgruppen keine 
signifikante Veränderung erwartet. Die durchgeführten Untersuchungen bestätigen 
dies. Bei der ersten Blutentnahme, die vor Versuchsbeginn erfolgte, sind die beiden 
GGL-Gruppen ebenfalls im Referenzbereich. Nach Versuchsbeginn, also bei der 
zweiten und dritten Blutabnahme, zeigen die beiden GGL-Gruppen 
erwartungsgemäß einen deutlichen Anstieg der Parameter, die eine 
Leberschädigung und Cholestase anzeigen. Dies bedeutet, dass bei den Tieren nach 
der Gallengangligatur AST und ALT als Zeichen einer allgemeinen Leberschädigung 
durchschnittlich um 200 bis 300 % ansteigen. Durch die Leberschädigung kommt es 
zu einer Verminderung der Lebersyntheseleistung, in den Laborwerten ersichtlich 
durch den initialen Abfall der Albuminkonzentration im Serum um bis zu 20 % 
gegenüber den nicht ligierten Tieren. Der Anstieg der AP um rund 100 % und des 
gesamt Bilirubin auf Werte über 400 % der Kontrollgruppen zeigen die bestehende 
Cholestase als direkte Folge der Gallengangsobstruktion durch die Ligatur. Häufig ist 
nach dem ersten Anstieg der Werte für AST, ALT, AP und gesamt Bilirubin bzw. nach 
dem ersten Abfall der Albumin Werte ein leichter Rückgang bzw. Wiederanstieg zu 
beobachten. Dies kann auf Anpassungsvorgänge der geschädigten Leber 
zurückgeführt werden. 
Bei der Betrachtung der Einzelwerte zeigen sich bei einigen Tieren Hinweise auf eine 
möglicherweise nicht vollständig bestehende Ligatur oder Rekanalisierung des 
Gallengangs. Dieser Sachverhalt wird bei der Betrachtung der Fibroseentwicklung 
und der statistischen Auswertung berücksichtigt. 
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Abb. 9a: AST [U/l] im Serum. Die erste Abnahme erfolgte bei Versuchsbeginn, die zweite während 
und die dritte am Ende des Versuchs. Aufgeführt sind jeweils die Mittelwerte der vier 
Versuchsgruppen für n = 5 Tiere je Gruppe. 
 
 
 
Abb. 9b: ALT [U/l] im Serum. Die erste Abnahme erfolgte bei Versuchsbeginn, die zweite während 
und die dritte am Ende des Versuchs. Aufgeführt sind jeweils die Mittelwerte der vier 
Versuchsgruppen für n = 5 Tiere je Gruppe. 
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Abb. 9c: AP [U/l] im Serum. Die erste Abnahme erfolgte bei Versuchsbeginn, die zweite während und 
die dritte am Ende des Versuchs. Aufgeführt sind jeweils die Mittelwerte der vier Versuchsgruppen für 
n = 5 Tiere je Gruppe. 
 
 
Abb. 9d: Gesamt Bilirubin [mg/dl] im Serum. Die erste Abnahme erfolgte bei Versuchsbeginn, die 
zweite während und die dritte am Ende des Versuchs. Aufgeführt sind jeweils die Mittelwerte der vier 
Versuchsgruppen für  n = 5 Tiere je Gruppe. 
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Abb. 9e: Albumin [g/l] im Serum. Die erste Abnahme erfolgte bei Versuchsbeginn, die zweite während 
und die dritte am Ende des Versuchs. Aufgeführt sind jeweils die Mittelwerte der vier 
Versuchsgruppen für n = 5 Tiere je Gruppe. 
 
4.4.2 Kollagen I in Leberlysaten 
 
Ein wesentlicher Marker für die Umwandlung des funktionellen Lebergewebes in 
nicht am Leberstoffwechsel beteiligtes Bindegewebe ist die Zunahme der 
Zytoskelettbestandteile, wie z.B. das Kollagen I. Die Quantifizierung des Kollagen I-
Anteils im Lebergewebe der verschiedenartig behandelten Tiere erfolgt im Northern-
Blot durch die „Messung“ der mRNA. Die Abb. 10 zeigt den Northern-Blot für 
Leberlysate von Tieren der beiden Kontrollgruppen und der beiden Ligaturgruppen. 
Dabei zeigen die Ligaturtiere ohne Rezeptorapplikation (1b und 1d) einen signifikant 
höheren Anteil an Kollagen I mRNA als die Ligaturtiere mit Rezeptorapplikation (5b 
und 5d). Die Ligaturgruppe mit Rezeptor unterscheidet sich hier nicht von den 
Kontrollgruppen mit NaCl-Injektion (2b und 2d) und Rezeptorgabe (6b und 6d). Zur 
Vergleichbarkeit der eingesetzten Materialmenge ist die GAPDH für die jeweiligen 
Proben mit aufgetragen. 
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Abb. 10: Northern-Blot mit Leberlysaten zur Messung der Kollagen I mRNA. Die Hybridisierung mit 
GAPDH dient zur Kontrolle der eingesetzten Materialmenge pro Spur auf dem Gel. Gruppe 1 sind 
GGL-Ratten ohne Rezeptorapplikation, Gruppe 2 eine reine Kontrolle, Gruppe 5 GGL-Ratten mit 
Rezeptor-Applikation und Gruppe 6 sind Kontrollratten mit Rezeptorapplikation.  
 
4.4.3 α-sm-Actin in Leberlysaten 
 
Das α-sm-Actin stellt ebenfalls einen Zytoskelettbestandteil dar und kann somit auch 
zur Erfassung möglicher Veränderungen, wie sie im Rahmen der Leberfibrose 
auftreten, eingesetzt werden. Bei zunehmender Fibrosierung der Leber ist eine 
Zunahme des α-sm-Actins zu erwarten. Bei dieser Untersuchung wird die α-sm-Actin 
Konzentration in den Leberlysatproben durch einen Western-Blot (Abb. 11) mit einem 
Antikörper gegen α-sm-Actin bestimmt. Dabei zeigen die gallengangsligierten Tiere 
ohne den sTβ RII ein etwas stärkeres Signal, sichtbar als Bande bei rund 42 kD, als 
die Tiere mit GGL und sTβ RII. Die beiden Kontrollgruppen ohne Ligatur zeigen kein 
Signal für das α-sm-Actin. 
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Abb. 11: Westen-Blot der Leberlysate mit einem Antikörper gegen α-sm-Actin. Bei ca. 42 kD sind die  
Banden für das α-sm-Actin erkennbar. Gruppe 1 (a-e) sind Ratten mit GGL ohne sTβ RII. Gruppe 2 
(a-e) sind Kontrollratten mit NaCl-Injektion. Gruppe 5 (a-e) sind Ratten mit GGL und sTβ RII. Gruppe 6 
(a-c) sind Kontrollratten mit sTβ RII-Applikation.  
 
4.4.4 Histologische Auswertung 
 
Die histologische Auswertung der Leberschnittpräparate ermöglicht neben den 
molekularbiologischen Verfahren die Quantifizierung der mikroskopisch sichtbaren 
Fibrose. Hierzu wird die Vermehrung der Zytoskelettbestandteile, wie etwa die 
Erhöhung des Kollagenanteils, herangezogen. D.h. eine deutliche Vermehrung des 
Kollagens ist ein sicherer Hinweis auf eine verstärkte Fibrosierung des 
Lebergewebes. Die Abb. 12 zeigt Präparate aus den vier Versuchsgruppen in der 
Sirius Red Färbung, die besonders gut dazu geeignet ist Kollagenfasern 
darzustellen. 
Diese Präparate wurden digital erfasst und dann mit dem Computerprogramm 
OpenLab der Firma Improvision ausgewertet. Dabei ist es möglich den Anteil an 
Kollagen im Verhältnis zum Gesamtpräparat zu messen. 
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Abb. 12: Repräsentativer histologischer Befund in der Sirius Red Färbung aus den vier 
Versuchsgruppen: GGL ohne sTβ RII (oben links), Kontrolle (oben rechts), GGL mit sTβ RII (unten 
links) und Kontrolle mit sTβ RII (unten rechts). 
 
Die Abb. 13 zeigt das Ergebnis für die vier Versuchsgruppen mit jedem Einzeltier. 
Insgesamt sind bei den beiden Kontrollgruppen mit Applikation von NaCl und des 
sTβ RII geringere Kollagenanteile als in den GGL-Gruppen nachweisbar. Die Tiere 
der beiden Ligaturgruppen zeigen eine deutliche Kollagenvermehrung. Bei der 
Betrachtung der Einzeltiere fällt jedoch auf, dass die Tiere, die den sTβ RII erhalten 
haben tendenziell einen geringeren Kollagenanteil zeigen. Die weitere Auswertung 
liefert noch deutlichere Befunde zu Gunsten der Gruppe mit dem sTβ RII. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GGL Kontrolle
Kontrolle + sTβ RIIGGL + sTβ RII
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Abb. 13: Prozentualer Anteil an Kollagen in  den Rattenlebern in der histologischen Auswertung für 
alle Gruppen, mit n = 5 Tieren je Gruppe. Die Signifkanz wurde jeweils Tier gegen Tier der beiden 
Vergleichsgruppen GGL und GGL + sTβ RII mit dem t-Test berechnet. Signifikante Werte mit p < 0,05 
sind mit (*) gekennzeichnet. 
 
Die Abb. 14 zeigt die Mittelwerte der beiden Ligaturgruppen unter Berücksichtigung 
aller Tiere. 
 
Abb. 14: Prozentualer Anteil an Kollagen in den Rattenlebern in der histologischen Auswertung als 
Mittelwert von n = 5 Tieren für die vier Versuchsgruppen. Es besteht keine Signifikanz für GGL und 
GGL + sTβ RII, im t-Test ist p = 0,37. 
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Die Abb. 15 zeigt den Kollagenanteil im Vergleich der Ligaturgruppen mit und ohne 
Applikation des sTβ RII. Dabei sind in beiden Gruppen jeweils das Tier mit dem 
höchsten und dem niedrigsten Kollagenanteil aus der Berechnung gefallen. Für die 
Gruppe ohne sTβ RII sind es das erste und das vierte Tier. In der Gruppe mit dem 
sTβ RII sind es das erste und das dritte Tier. Bei der Betrachtung der 
Serumuntersuchung zeigt sich u.a., dass das erste Tier aus der Gruppe ohne 
Rezeptor bei Versuchende einen deutlichen Abfall für die AST und ALT Werte 
aufweist. Daraus kann geschlossen werden, dass zu diesem Zeitpunkt keine 
ausreichende Obstruktion der Gallenwege mehr bestand (siehe 4.4.1). Unter diesen 
Überlegungen zeigt sich ein Wert von rund 5 % Kollagenerhöhung in der Gruppe 
ohne den sTβ RII. D.h. in der Gruppe mit GGL und Applikation des sTβ RII kommt es 
zu einer signifikant geringeren Kollagensynthese und damit einem signifikant 
geringeren Fibrosierungsgrad als in der Ligaturgruppe ohne den sTβ RII. 
 
Abb. 15: Prozentualer Anteil an Kollagen in den Rattenlebern in der histologischen Auswertung als 
Mittelwert der beiden GGL-Gruppen mit n = 3 Tieren je Gruppe. Die Absolutwerte sind GGL = 13,3 % 
und GGL + Protein = 8,8 %. Der t-Test liefert p = 0,03.  
 
 
 
 
 
 
durchschnittlicher Kollagenanteil
0
2
4
6
8
10
12
14
16
GGL GGL + sTβ RII
%
 
K
o
lla
ge
n
 
(re
l. 
Fl
äc
he
) p = 0,03
 49 
5 Diskussion 
 
Für das Zytokin TGF-β werden regelmäßig neue Wechselwirkungen beschrieben. 
Dabei können sehr unterschiedliche und zum Teil gegensätzliche Eigenschaften 
beobachtet werden. Mit Blick auf die therapeutischen Möglichkeiten in der 
Beeinflussung des Zytokins ergeben sich daraus zahlreiche positive wie negative 
Befunde. Neben multiplen profibrotischen Effekten, zeigt TGF-β genauso anti-
inflammatorische und immunsuppressive Wirkungen (Gressner et al., 2002). 
Von entscheidender Bedeutung ist auch die TGF-β Wirkung in der Epithelial-
Mesenchymalen-Transmission, die über die Invasion und Migration mesenchymaler 
Zellen durch die extrazelluläre Matrix dramatische Zellveränderungen bewirken kann 
(Hay, 1995). Die Epithelial-Mesenchymalen-Transmission wird durch den 
fortschreitenden Ersatz des Zytokeratinnetzwerks durch intermediäre 
Vimentinfilamente charakterisiert. In neonatalen Rattenhepatozyten konnte gezeigt 
werden, dass TGF-β1 eine Verminderung des Zytokeratins und eine Zunahme des 
Vimentins bewirkt (Pagan et al., 1999). In einem Brustkrebsmodell konnte mit Hilfe 
eines löslichen TGF-β Typ II Rezeptor Fusionsproteins eine Reduktion in der 
Lebensfähigkeit der Tumorzellen, der Migration und der Metastasierung 
nachgewiesen werden (Muraoka et al., 2002). 
Im Folgenden werden weitere Beispiele für den großen Einfluss des TGF-β genannt. 
Im Rahmen der Immunhomöostase wird die Funktion und Entwicklung von 
regulatorischen T-Zellen gesteuert (Wahl und Chen, 2003). 
In zahlreichen Organen können positive und negative Folgen einer TGF-β 
Blockierung durch einen Antagonisten nachgewiesen werden. Auf der einen Seite ist 
es möglich auf diesem Weg eine Hornhauttrübung zu verhindern, andererseits 
vermindert das gleiche Verfahren die neuroprotektive Funktion des TGF-β (Ruocco et 
al., 1999; Sakamoto et al., 2000). 
Ebenso kann TGF-β in der Tumorgenese als Tumorsuppressor oder als 
proonkogenetischer Faktor wirken und so einen erheblichen Einfluss auf die 
Metastasierung haben (Akehurst 2002; Roberts und Wakefield, 2003; Yang et al., 
2002). 
Da viele Tumorzellen TGF-β überexprimieren, wird hier ein Zusammenhang mit der 
Tumorprogression vermutet. In Mäusen konnte gezeigt werden, dass die 
Thymomentwicklung durch einen löslichen TGF-β Rezeptor verringert werden kann 
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(Won et al., 1999). Ein ähnliches Phänomen konnte auch für Adenokarzinomzellen 
des Pankreas gezeigt werden (Rowland-Goldsmith et al., 2001). 
Gleichfalls für Mäuse ließ sich eine Verbesserung einer Strahlenenteropathie durch 
einen löslichen TGF-β Rezeptor nachweisen (Zheng et al., 2000). 
Das besondere Interesse in dieser Arbeit gilt jedoch der Wirkung des TGF-β auf die 
Fibrogenese und dabei speziell die Entstehung der Leberfibrose. Wobei auch hier für 
andere Organe als die Leber positive Ergebnisse erzielt wurden. Über einen 
adenoviralen Vektor konnte ein TGF-β Antagonist in Mäusen die Pankreasfibrose 
reduzieren und so das Pankreas vor einer chronischen Schädigung schützen 
(Nagashio et al., 2004). 
Die Wirkung eines TGF-β Antagonisten, der über einen adenoviralen Vektor in vivo 
appliziert wurde ist bereits mehrfach beschrieben (Nakamura et al., 2000; Qi et al., 
1999; Ueno et al., 2000; Yamamoto et al., 1996). Ebenso gibt es Belege für die in 
vitro Wirksamkeit eines solchen Antagonisten (Cui et al., 2003). Ein Einsatz des 
löslichen TGF-β Rezeptors als reines Protein wurde bisher jedoch nur selten 
beschrieben. 
Der als TGF-β Antagonist eingesetzte sTβ RII besteht aus der extrazellulären 
Domäne des TGF-β Typ II Rezeptors und der Fc-Domäne des humanen IgG. Der 
lösliche Rezeptor wurde rekombinant als adenovirales System hergestellt und konnte 
dann in COS-7 exprimiert werden, so dass eine ausreichend große Menge für 
weitere Versuche zur Verfügung stand. Dieses Verfahren wurde in ähnlicher Weise 
bereits erfolgreich angewandt und in der Literatur beschrieben (Komesli et al., 1998). 
Gemeinsam sind dem hier gewählten Ansatz und der Arbeit von Komesli et al. die 
Verwendung eines rekombinanten Vektors, die Proteinexpression in COS-7 und die 
Reinigung des Proteins mittels Säulen-Chromatographie. Auch die Charakterisierung 
des gewonnen Proteins und seiner Eigenschaften erfolgten analog über die 
Gelelektrophorese, Sequenzierung und einen Luciferase-Assay. 
Im Vergleich der Ergebnisse zeigt sich gegenüber Komesli et al. mit einer 
Proteinausbeute von 5 bis 10 µg pro 80 µg rekombinaten Vektor ein, soweit 
vergleichbar, deutlich höherer Wert von bis zu 1 g des sTβ RII pro 4 x 1011 pfu des 
rekombinanten adenoviralen Vektors. In der Gelelektrophorese konnten Komesli et 
al. ein Protein mit einer Masse von 45 bis 65 kD unter reduzierenden Bedingungen 
und 90 bis 130 kD unter nicht reduzierenden Bedingungen nachweisen. Im Rahmen 
dieser Arbeit war unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen in der 
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Gelelektrophorese jeweils ein Protein mit der Masse von 70 bis 80 kD und etwa    
170 kD nachweisbar. Bei diesem Protein muss es sich in beiden Fällen um den 
monomer und dimer vorliegenden sTβ RII handeln. Die Abweichung zu dem 
theoretischen Molekulargewicht von rund 88 kD für den Rezeptor wird durch den 
hohen und variablen Glykosylierungsgrad des Proteins erklärt. Dieser ist auch für das 
endogene Protein bewiesen. 
Die sichere Identifikation des sTβ RII erfolgte hier schließlich durch die 
Proteinsequenzierung, die den nach Abspaltung des Signalpeptids erwarteten N-
Terminus für die Probe zeigte. 
Der Beweis einer grundsätzlichen biologischen Funktion des Proteins konnte in 
beiden Arbeiten durch einen Luciferase-Assay erbracht werden. Dabei ergaben sich 
in der Tendenz übereinstimmende Ergebnisse, die hier in einer deutlichen 
Suppression der TGF-β 1 Wirkung bei Konzentrationen von über 20 pmol/l TGF-β 1 
ersichtlich wurden. 
Insgesamt zeigen die aufgeführten Resultate, dass die Ziele der ersten Hälfte dieser 
Arbeit gut reproduzierbar erreicht und durch weitere Untersuchungen unterstützt 
werden. Der sTβ RII konnte in großer Menge produziert, sicher identifiziert und seine 
biologische Funktion einwandfrei nachgewiesen werden. 
Der tierexperimentelle Teil dieser Arbeit, der die antifibrotische Wirkung des sTβ RII 
in vivo zeigt orientiert sich besonders an den Ergebnissen von George et al. (1999) 
und Yata et al. (2002). Dabei zeigte sich sowohl für Mäuse mit einer durch 
Tetrachlorkohlenstoff induzierten Leberfibrose (Yata et al., 2002) als auch für Ratten 
mit einer durch Gallengangligatur induzierten Leberfibrose (George et al., 1999) ein 
antifibrotischer Effekt. Wobei die Behandlung der Ratten in dem beschriebenen 
Experiment mit Dosen von 2,5 bis 10 mg/kg Körpergewicht des sTβ RII erfolgte. Bei 
den Mäusen wurden Mengen von 0,1 bis 4,0 mg/kg Körpergewicht appliziert. In 
beiden Versuchen zeigte sich, dass die kleinere Dosis eine bessere Wirkung zeigt, 
bzw. dass durch eine Dosissteigerung keine Wirkungsverbesserung erzielt wurde. 
Die in dieser Arbeit in Ratten durchgeführten Versuche verbinden den Ansatz einer 
Fibroseinduktion durch die Gallengangligatur mit einer relativ geringen Dosis von   
0,1 mg/kg Körpergewicht des sTβ RII als gereinigtes Protein. Die Gallengangligatur 
bei Ratten als Modell für die Zirrhose, respektive Fibrose, konnte schon vor längerer 
Zeit etabliert werden (Kountouras et al., 1984). 
 52 
Als Verlaufskontrolle für die Wirkung der Gallengangligatur diente die Bestimmung 
der Lebersyntheseprodukte und der Cholestaseparameter im Serum der Ratten. Die 
gewollte Veränderung dieser Werte im Sinne einer Leberschädigung konnte indirekt 
die Fibroseinduktion beweisen. Für die meisten der behandelten Tiere ließ sich so 
eine ausreichende Leberschädigung, bzw. Fibrose nachweisen. Eine vollständige 
Normalisierung ist auch bei optimaler therapeutischer Wirkung nicht zu erwarten, da 
die Leberschädigung letztlich durch einen rein mechanischen Vorgang hervorgerufen 
wird. So musste bei einer deutlichen Besserung eher von einer insuffizienten Ligatur 
ausgegangen werden, was bei der statistischen Auswertung der histologischen 
Untersuchung berücksichtigt wurde. 
Nach Beendigung des Versuchs wurden aus dem gewonnen Material Leberlysate 
und histologische Schnittpräparate hergestellt. In den Leberlysaten wurden die 
Zytoskelettbestandteile Kollagen I und α-sm-Actin bestimmt. In den histologischen 
Präparaten wurde nach der Sirius Red Färbung der Kollagenanteil bestimmt. 
Zusammengefasst ergaben sich so direkte und indirekte Hinweise auf die 
Ausprägung der Fibrose in der Rattenleber. 
Im Northern-Blot konnte für die mit dem sTβ RII behandelten Ratten der 
Ligaturgruppen ein signifikant geringerer Anstieg der Kollagen I mRNA gezeigt 
werden. 
Für das α-sm-Actin im Western-Blot ist das Ergebnis nicht so deutlich ausgeprägt, 
aber auch hier zeigt sich ein sichtbar verminderter Wert der mit dem Rezeptor 
behandelten Ligaturtiere gegenüber den unbehandelten Ligaturtieren. Die 
Kontrollgruppen zeigen sich in beiden Untersuchungen erwartungsgemäß unauffällig, 
wodurch der Einfluss des  sTβ RII auf die Leberfibrose bestätigt wird. 
In der histologischen Untersuchung der Leberproben konnte mit der Sirius Red 
Färbung und der anschließenden Auswertung am Computer der Kollagenanteil in 
den Rattenlebern bestimmt werden. Nach der statistischen Auswertung unter 
Berücksichtigung der insuffizienten Ligaturen ergibt sich ein signifikant um rund 5 % 
verminderter Kollagenanteil in der Gruppe, die den sTβ RII erhalten hat. 
George et al. erzielten in der histologischen Kollagenbestimmung für die behandelte 
Gruppe Werte von 55 % der eingesetzten Kontrollgruppen. Dies ist eine deutlich 
stärkere Verminderung des Kollagenanteils als in dem hier beschriebenen Versuch. 
Ursächlich hierfür sind besonders zwei Faktoren im Vergleich der beiden Ansätze. 
Die Stärkere Reduktion wurde mit einer als optimal bezeichneten Proteinmenge von 
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5 mg/kg Körpergewicht erreicht. Dem gegenüber stehen in den hier beschriebenen 
Versuchen nur 0,1 mg/kg, wie von Yata et al. für Mäuse beschrieben wurde. Als 
zweiter wichtiger Faktor ist die Versuchsdauer zu sehen. Die von George et al. 
behandelten Ratten wurden vier oder acht Tage nach Versuchsbeginn, also 
Fibroseinduktion, getötet. Während die hier eingesetzten Ratten erst nach 14 Tagen 
getötet wurden. So erklärt die deutlich geringere Dosis bei gleichzeitig zwei- bis 
dreimal längerer Versuchszeit den großen Unterschied in den Ergebnissen. Die 
Dosierung des TGF-β Antagonisten lässt sich dabei problemlos variieren und den 
besten Ergebnissen anpassen. Wobei hier noch einmal auf die Ergebnisse von Yata 
et al. hingewiesen werden muss, die zeigen, dass eine kleinere Dosis des TGF-β 
Antagonisten eine deutlich stärkere antifibrotische Wirkung zeigt. Die entscheidende 
Variable ist also vor allem der Zeitfaktor. Denn der Einsatz des sTβ RII als TGF-β 
Antagonist wird sich wahrscheinlich eher auf die Therapie einer chronischen 
Leberschädigung richten, die sich langsam entwickelt und länger besteht. 
Somit kann auch der zweite Teil der Aufgabenstellung, die in vivo Überprüfung der 
Wirksamkeit des sTβ RII, als erfüllt betrachtet werden. Wenn das Spektrum der 
Optimierungsmöglichkeiten auch noch nicht endgültig ausgeschöpft ist. 
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6 Zusammenfassung 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein sTβ RII produziert, gereinigt und sowohl in vitro 
als auch in vivo in seiner Wirkung als TGF-β Antagonist in der Therapie der 
Leberfibrose überprüft. 
Aus dem in einer früheren Doktorarbeit erstellten adenoviralen Konstrukt Ad5-CMV-
sTβRII konnte durch die Expression in COS-7 Zellen und die chromatographische 
Reinigung mit der HiTrap Protein G HP 1 ml Säule eine durchschnittliche Mengen 
von 1 g sTβ RII pro Reinigungszyklus gewonnen werden. 
Die Überprüfung der Aminosäuresequenz identifizierte das gereinigte Protein sicher 
als den sTβ RII. 
Nach diesen Vorarbeiten stand eine ausreichend große Menge des sTβ RII zur 
weiteren Verarbeitung und Testung zur Verfügung. Zunächst lieferte der               
PAI-1 / Luciferase-Assay, dass das Rezeptorprotein eine deutliche biologische 
Wirkung zeigt. 
Die in vitro Versuche mit aktivierten HSC lieferten keine eindeutigen Befunde zu 
Gunsten einer antifibrotischen Wirkung des löslichen Rezeptors. Dieses Ergebnis 
deckt sich mit den Berichten den aktuellen Literatur zu der Transdifferenzierung der 
HSC zu MFB. 
In den in vivo Experimenten als Tierversuch mit männlichen Sprague Dawley Ratten 
konnte für den sTβ RII auf mehreren Ebenen nachgewiesen werden, dass eine 
antifibrotische Wirkung besteht. Bei den mit dem sTβ RII behandelten Tieren zeigte 
sich als Ausdruck des antifibrotischen Effekts eine Verminderung der histologisch 
sichtbaren Kollagenmenge, der Kollagen I mRNA im Northern-Blot und der α-sm-
Actin Menge im Western-Blot. 
Gerade die im Tierversuch erzielten Ergebnisse sind aufgrund der zahlreichen 
Variationsmöglichkeiten, z.B. in der Dosierung, durchaus weiter optimierbar. 
Insgesamt zeigen die vorgelegten Resultate das Potential der antifibrotischen 
Therapie in der Leber mit einem TGF-β Antagonisten auf der Proteinebene. Dies 
kann letztlich eine Grundlage für weitere gentherapeutische Ansätze darstellen. 
Genauso ist der reine Proteineinsatz aber auch als eigene Therapieoption, frei von 
der Verwendung fremden Genmaterials, denkbar. 
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